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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
Abkürzungen  für Aminosäuren  und  ‐derivate wurden  entsprechend  den  Empfehlungen 
des Nomenclature Committe of IUB (NC‐IUB) und der IUPAC‐IUB Joint Commission on Bi‐
ochemical Nomenclature (JCBN) vorgenommen [1, 2]. Die Aminosäuren und ‐derivate be‐
sitzen, wenn nicht anders gekennzeichnet, L‐Konfiguration. 
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1.  EINLEITUNG 
Um Signale zu erzeugen und weiterzuleiten bedienen sich nahezu alle intrazellulären Sig‐
nalwege der Phosphorylierung von Proteinen. Die antagonistischen Wirkungen von Prote‐
inkinasen und Proteinphosphatasen sind hierbei entscheidend für die Aufrechterhaltung 
des  Phosphorylierungslevels  von  Signalproteinen.  Das  ubiquitäre  Vorkommen  von 
Phosphoproteinen unterstreicht deren Schlüsselrolle bei einer Reihe zellulärer Prozesse, 
wie z.B. Zellwachstum, Differenzierung, Zellmigration und  Immunantwort. Die Weiterlei‐
tung von Signalen beruht auf Protein‐Protein‐Wechselwirkungen zwischen der Phospho‐
rylierungsstelle  und  nachgeschalteten  Effektorproteinen,  die  z.B.  Phosphotyrosin‐
spezifische Proteindomänen (z.B. PTB‐ und SH2‐Domänen) besitzen. 
Die  zytosolische Proteintyrosinphosphatase SHP‐1 enthält neben der katalytischen PTP‐
Domäne zwei SH2‐Domänen (N‐ und C‐SH2). SHP‐1 wird sowohl in hämatopoetischen als 
auch in epithelialen Zellen exprimiert und fungiert in diesen Zellen vorwiegend als negati‐
ver Regulator zellulärer Signalwege. Die strukturelle Charakterisierung des Enzyms zeigt, 
dass die N‐SH2‐Domäne an der allosterischen Aktivierung der katalytischen Aktivität von 
SHP‐1 beteiligt  ist. Dabei blockiert die N‐SH2‐Domäne das katalytische Zentrum des En‐
zyms und besitzt damit einen autoinhibitorischen Charakter. Die Bindung eines Phospho‐
tyrosin‐haltigen Liganden an die N‐SH2‐Domäne führt zur Konformationsänderung inner‐
halb der PTP/N‐SH2‐Kontaktregion und folglich zur Dissoziation der beiden Domänen. Um 
diesen Mechanismus  detailierter  beschreiben  zu  können,  ist  es  notwendig,  SHP‐1  im 
Komplex mit einem hochaffinen Inhibitor zu kristallisieren. Solche Inhibitoren sind außer‐
dem nützliche Werkzeuge  zur Untersuchung von Signalwegen an denen SHP‐1 beteiligt 
ist. 
In der vorliegenden Arbeit sollen aufbauend auf den in der Literatur beschriebenen Serien 
konformationsstabilisierter N‐SH2‐Liganden  neue  Liganden  abgeleitet werden, mit  dem 
Ziel  über  verschiedene  Arten  der  Assoziation  die  enzymatische  Aktivität  von  SHP‐1  zu 
modulieren.  Mit  Hilfe  der  sich  daraus  ableitenden  monovalenten  und  bivalenten 
Phosphopeptide  soll der Dissoziationsprozess der N‐SH2‐Domäne  von der PTP‐Domäne 
verhindert werden. 
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2. PROTEINKINASEN UND PROTEINPHOSPHATASEN 
2.1  REVERSIBLE PHOSPHORYLIERUNG 
Die reversible Phosphorylierung ist einer der wichtigsten und häufigsten posttranslationa‐
len Mechanismen zur Übertragung von Signalen und der Regulation von biologischen Pro‐
zessen in der Zelle. Zelluläre Vorgänge, wie z.B. Proliferation, Differenzierung, Metabolis‐
mus,  Zellzyklus, Gentranskription,  Zell‐Zell‐Interaktionen,  Immunantwort  und  Apoptose 
werden durch das Zusammenspiel von Proteinkinasen und Proteinphosphatasen reguliert 
[3‐5]. Die Übertragung von  γ‐ständigen Phosphatgruppen energiereicher Moleküle  (ATP 
bzw. GTP) auf bestimmte Aminosäuren  (Serin, Threonin, Tyrosin) des Zielproteins, wird 
durch  die  Proteinkinasen  realisiert.  Einen  weiteren  Kontrollpunkt  der  reversiblen 
Phosphorylierung stellen die Proteinphosphatasen dar. Diese sind  in der Lage das kova‐
lent  gebundene  Phosphat  durch  Hydrolyse  wieder  abzuspalten.  Die  Phosphorylie‐
rung/Dephosphorylierung kann zu einer strukturellen und damit verbundenen funktionel‐
len Änderung des Proteins führen (Abb. 1).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1     Reversible Phosphorylierung von Proteinen, nach [6]. 
 
Störungen  des Gleichgewichtes  zwischen  Phosphorylierung  und Dephosphorylierung  in 
den Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von beispielsweise Krebs‐ 
und  Immunschwächeerkrankungen. Etwa 30% aller  intrazellulären Proteine  sind Ziel  für 
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eine  Phosphorylierung  [7].  Dabei  ist  das  Phosphorylierungslevel  von  Tyrosin  (0,01  – 
0,05%) gemessen an der Gesamtphosphorylierung der  zellulären Proteine  relativ gering 
gegenüber der Phosphorylierung von Serin (∼ 90%)  und Threonin (∼ 10%) [8, 9]. 
 
2.2  KLASSIFIZIERUNG DER PHOSPHATASEN 
Die  Proteinphosphatasen  können  in  zwei  Enzymfamilien,  die  Serin/Threonin‐
Proteinphosphatasen  und  die  Proteintyrosinphosphatasen  unterteilt  werden.  Se‐
rin/Threonin‐Proteinphosphatasen  gliedern  sich  in  die  Gruppe  der  Phosphopro‐
teinphosphatasen (PPP) und der magnesiumabhängigen Proteinphosphatasen (PPM). Zur 
PPP‐Gruppe  zählen  die  Proteinphosphatasen  1  und  2A  (PP1,  PP2A)  sowie  die  Calcium‐
Calmodulin regulierte Proteinphosphatase 2B (PP2B). Weiterhin ergänzt wird die Gruppe 
der Säuger‐Proteinphosphatasen durch PP4, PP5, PP6 und PP7 [10, 11]. Die Aktivität der 
Proteinphosphatase  2C  (PP2C)  sowie  der  Pyruvatdehydrogenase‐Phosphatase  ist  von 
Magnesiumionen abhängig, weshalb man diese Phosphatasen zur PPM‐Gruppe zählt. 
Mit der Isolierung und Strukturaufklärung der ersten Proteintyrosinphosphatase‐1B (PTP‐
1B) aus der humanen Plazenta vor ca. 20  Jahren konnte eine zweite, große Familie von 
Enzymen klassifiziert werden  [12, 13]. Mittlerweile wurden über 100 Gene  im menschli‐
chen Genom  der  PTP‐Familie  zugeordnet,  die  sich  in  2  Hauptgruppen  einteilen  lassen 
(Abb. 2). Die Mitglieder der Cystein‐basierenden PTPs zeichnen sich durch ein zentrales 
Signaturmotiv  [I/V]HCxAGxxR[S/T]G  innerhalb  ihrer PTP‐Domäne  aus, welches ein hoch 
konserviertes Cystein enthält  (siehe Kapitel 2.3)  [14, 15].  Im Gegensatz dazu enthält die 
katalytische Domäne der Asp‐basierenden EYA‐Proteine Erkennungsmotive der HAD (ha‐
loacid dehalogenase)‐Hydrolasen und nutzt in einer Kationen‐abhängigen Reaktion einen 
invarianten Aspartatrest  zur Hydrolyse  des  Phosphatrestes  [16,  17]. Die Mitglieder  der 
Klasse  1  Cys‐basierenden  Proteintyrosinphosphatasen  können  aufgrund  ihrer  PTP‐
Domänenarchitektur und Substratspezifität  in klassische und  in dualspezifische PTPs ein‐
geteilt  werden.  Die  Tyrosin‐spezifischen,  klassischen  Phosphatasen  können  dabei  in 
transmembrane  (RPTP)  und  zytosolische  (NRPTP)  Proteintyrosinphosphatasen  differen‐
ziert werden [18]. Die Anzahl der im Genom verschlüsselten PTP‐Domänen ist hierbei hö‐
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her als die Anzahl der PTP‐Gene. Grund hierfür  ist das Auftreten von Tandem‐Domänen 
bei den zytosolischen Proteintyrosinphosphatasen (Abb. 2) [14]. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
       
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2     Klassifizierung der PTP‐Familie modifiziert nach [14, 18, 19]. 
 # momentan keine eindeutige Zuordnung aufgrund bestehender Widersprüche zwischen Kata‐ 
 lysemechanismus und Substratspezifität [17, 20] 
 
Dualspezifische PTPs sind  in der Lage sowohl Phosphotyrosin als auch Phosphoserin und 
Phosphothreonin zu dephosphorylieren. MAP Kinase Phosphatasen (MKPs) sind Vertreter 
dieser Klasse, zu deren Substraten die MAP‐Kinasen Erk, Jnk und p38 gezählt werden [21]. 
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Die  Familie  der  „Low molecular weight“‐Proteintyrosinphosphatasen  (LMPTP)  wird  im 
Genom durch ein einzelnes Gen  (ACP1) präsentiert, welches ein 18‐kDa  Enzym  codiert 
[14].  LMPTP  sind  in  die  Regulation  des  Zellwachstums  involviert.  Sie  assoziieren  und 
dephosphorylieren Wachstumsfaktor‐Rezeptoren, wie z.B. den PDGF‐Rezeptor, den Insu‐
lin‐Rezeptor und den Ephrin‐Rezeptor [22]. 
Die 3. Klasse der Cys‐basierenden PTPs umfasst die drei Mitglieder Cdc25A, Cdc25B und 
Cdc25C,  die  durch  Dephosphorylierung  und  folgender  Aktivierung  von  CDKs  (Cyclin‐
abhängigen Kinasen) den Zellzyklus regulieren [23]. 
 
2.3  KATALYSEMECHANISMUS DER PROTEINTYROSINPHOSPHATASEN 
Sequenzuntersuchungen  von  Proteintyrosinphosphatasen  suggerierten,  dass  diese  ein 
konserviertes Strukturelement mit ∼ 250 Aminosäuren aufweisen. Charakteristisch für die 
PTP‐Domänen ist das zentrale Signaturmotiv [I/V]HCxAGxxR[S/T]G, welches am Boden der 
Substratbindungstasche lokalisiert ist und das katalytische Zentrum bildet [24]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3     Katalysemechanismus der Proteintyrosinphosphatasen [25]. 
 
Die Bindungstasche wird aus einer Vielzahl von α‐Helices und ß‐Faltblättern und der so‐
genannten WPD‐Schleife [WPDXGXP] mit dem katalytisch wichtigen Aspartatrest gebildet 
[18, 25]. Die Tiefe der Substratbindungstasche entscheidet dabei über die Spezifität der 
PTP‐Domäne.  Die mit  9  Å  tiefere  Bindungstasche  der  Proteintyrosinphosphatasen  de‐
phosphorylieren  ausschließlich Tyrosin‐phosphorylierte  Substrate. Dagegen  sind die  fla‐
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cheren  Bindungstaschen  (6  Å)  der  dualspezifischen  Phosphatasen  in  der  Lage,  sowohl 
pTyr‐, als auch pSer/pThr‐haltige Substrate umzusetzen [26, 27].  
Die Bindung des Substrates führt zu einem nukleophilen Angriff des als Thiolat vorliegen‐
den Cysteinrestes auf das Phosphatatom des modifizierten Tyrosins (Abb. 3). Dies resul‐
tiert in der Ausbildung eines Thiophosphoryl‐Intermediates, welches durch die Guanidin‐
iumgruppe des im katalytischen Zentrum verankerten Argininrestes stabilisiert wird. Her‐
vorgerufen  durch  die  Substratbindung  erfährt  die WPD‐Schleife  einen  Konformations‐
wechsel, wobei der Aspartatrest im Bereich des katalytischen Zentrums positioniert wird. 
Die  säurekatalytische  Protonierung  des  phenolischen  Sauerstoffatoms  der  Tyrosinab‐
gangsgruppe durch den Aspartatrest erleichtert dabei den Austritt des Tyrosins. Anschlie‐
ßend  wird  durch  den  nukleophilen  Angriff  eines  durch  den  Aspartatrest  polarisierten 
Wassermoleküls aus dem intermediär gebildeten Thiophosphoryl‐Komplex Phosphat frei‐
gesetzt [9, 25].  
 
2.4  SH2‐DOMÄNEN‐ENTHALTENDE PROTEINTYROSINPHOSPHATASEN  
Eine Subfamilie der zytosolischen Proteintyrosinphosphatasen bilden die SH2‐Domänen‐
enthaltenden Phosphatasen SHP‐1# und SHP‐2#. Trotz struktureller Gemeinsamkeiten (ca. 
60% Sequenzhomologie) zeigen beide Proteine Unterschiede  in  ihren Expressionmustern 
und biologischen Funktionen. Während SHP‐2 ubiquitär auftritt, beschränkt  sich die Ex‐
pression von SHP‐1 auf epitheliale und vor allem hämatopoetische Zellen. Hinsichtlich ih‐
rer biologischen Relevanz  ist  SHP‐1 primär  in die negative Regulation  von  Signalwegen 
involviert, während SHP‐2 eine positive Regulatorfunktion ausübt. Beide Proteine besit‐
zen N‐terminal zwei SH2  (Src Homologie 2)‐Domänen, die über eine kurze Sequenz, die 
sogenannte  „hinge“‐Region,  mit  der  katalytisch  aktiven  PTP‐Domäne  verbunden  sind 
(Abb. 4). 
 
 
 
 
# In der Literatur wurden alternativ die folgenden Bezeichnungen für SHP‐1 und SHP‐2 verwendet: 
(I) HCP, PTP1C, PTPN6, SH‐PTP1, SHP und (II) Syp, PTP1D, PTPN11, SHPTP2, PTP2C, SHPTP‐3. 
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Der sich an die PTP‐Domäne anschließende C‐terminale Teil  (C‐tail) besitzt zwei konser‐
vierte Tyrosinreste, die an der Regulation der Phosphataseaktivität beteiligt  sind  (siehe 
Kapitel 2.4.1.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4     Domänenstruktur von SHP‐1 und SHP‐2 (% = Sequenzhomologie) [28, 29, 30]. 
 
2.4.1  DIE PROTEINTYROSINPHOSPHATASE SHP‐1 
2.4.1.1  EXPRESSIONSMUSTER 
PLUTZKY et al. konnten  im menschlichen Genom auf Chromosom 12  (12p13.31) das Gen 
PTPN6 entschlüsseln, welches die Proteintyrosinphosphatase SHP‐1 exprimiert. Auf dem 
Chromosom konnten 17 Exons identifiziert werden [31, 32, 33]. Das sogenannte (I)SHP‐1 
Transkript wurde erstmals aus humanen Brustkrebszellen isoliert [34]. Vorwiegend in hä‐
matopoetischen Zellen konnte eine weitere Transkriptform ((II)SHP‐1) aufgezeigt werden 
[35]. Die cDNA Sequenzen von (I)SHP‐1 und (II)SHP‐1 sind mit Ausnahme der 5` untransla‐
tierten Region und der  initialen codierten Nukleotide  identisch  [36]. Die Expression von 
humaner SHP‐1 wird durch zwei Promotor geregelt. Dabei unterscheidet sich die Nutzung 
der Promotor  in hämatopoetischen Zellen von der  in epithelialen Zellen.  In epithelialen 
Zellen  ist  der  Translationsstart  in  Exon  1  lokalisiert, welches  die  Initialsequenz MLSRG 
((I)SHP‐1, 597 Aminosäuren) codiert. Der 7 kb downstream gelegene Promotor 2 (Exon 2) 
generiert  sowohl  in  epithelialen  als  auch  in  hämatopoetischen  Zellen  das  (II)SHP‐1 
Transkript, welches mit den Aminosäuren MVR beginnt und insgesamt 595 Aminosäuren 
umfasst [33, 35, 36]. Dennoch kann den Transkripten eine vergleichbare katalytische Akti‐
vität zugesprochen werden [37]. Beide SHP‐1 Varianten unterscheiden sich in ihrer Zelllo‐
„hinge“
4  108  116 208 270 532 597pY538  pY566 
C‐SH2 PTPN‐SH2 
6  104  112 213 272 518 593
pY542  pY580 
PTPN‐SH2  C‐SH2
64 %  53 % 57 % 14 % 
SHP‐1 
SHP‐2 
„hinge“
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kalisation. Demnach  sind  die  Proteine  des  (I)SHP‐1  Transkriptes  im  Zellkern  lokalisiert. 
Während die (II)SHP‐1 abgeleiteten Proteine im Zytosol auftreten [36].  
 
2.4.1.2  STRUKTUR 
In den Kristallstrukturanalysen der Proteintyrosinphosphatasen SHP‐1 und SHP‐2 wird die 
N‐SH2‐Domäne  als  allosterischer  Regulator  der  Enzymaktivität  dargestellt. Dabei  ist  im 
Ligand‐freien Zustand eine geschlossene, autoinhibitorische Konformation  zu erkennen, 
bei der die N‐SH2‐Domäne sehr  intensiv mit der PTP‐Domäne  interagiert (Abb. 5). Diese 
Wechselwirkung  ruft  eine  Blockierung  der  Substratbindungstasche  des  katalytischen 
Zentrums hervor. Die Kontaktflächen  zwischen der  flexiblen C‐SH2‐Domäne und der N‐
SH2‐Domäne bzw. der PTP‐Domäne  sind weniger ausgeprägt. Erst die Assoziation eines 
Phosphotyrosin‐haltigen Liganden an die N‐SH2‐Domäne resultiert in der Aktivierung des 
Enzyms [28, 30]. 
Im Fall von SHP‐1 schließt die N‐SH2‐Domäne die Reste 1‐108 und die C‐SH2‐Domäne die 
Reste  116‐208  ein.  Die  katalytische  PTP‐Domäne  formiert  sich  aus  den  Aminosäure‐
positionen  270‐532.  Beide  SH2‐Domänen  weisen  das  typische  zentrale  4‐strängige  β‐
Faltblattmotiv  auf, welches  auf  beiden  Seiten  von α‐Helices  flankiert wird. Die  beiden 
Module  sind  dabei  antennenartig  oberhalb  der  PTP‐Domäne  lokalisiert  (Abb.  5). Die 
Phosphopeptidbindungsstellen der SH2‐Domänen präsentieren sich auf der Molekülober‐
fläche, abgewandt von der PTP‐Domäne. Die PTP‐Domäne stellt ein α/β‐Protein dar, wel‐
ches aus 12 β‐Strängen und 6 α‐Helices besteht. Die Kernregion wird aus einem stark ge‐
wundenen, 10‐strängigen β‐Faltblattelement gebildet, welches durch 4 α‐Helices auf der 
konvexen bzw. 2 α‐Helices und einer β5‐β6 Haarnadelstruktur auf der konkaven Seite be‐
grenzt wird. Der  Strukturvergleich der  Ligand‐freien  SHP‐1 und der Peptid‐gebundenen 
PTP‐Domäne (Peptidsubstrate abgeleitet von SIRPα pY469, pY495) zeigte, dass die Phospha‐
tasedomänen nahezu identisch sind [28, 38]. Geringe Konformationsunterschiede (1,6 Å) 
konnten auch zwischen der isolierten, freien und der Peptid‐gebundenen N‐SH2‐Domäne 
der homologen PTPase SHP‐2 aufgezeigt werden  [39].  Im Bereich der β5‐β6 Haarnadel‐
struktur (Reste 356‐363) unterscheiden sich beide PTP‐Domänen dennoch signifikant. Es 
wird angenommen, dass diese Region aufgrund der erhöhten Flexibilität eine essentielle 
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Rolle  in der Substraterkennung besitzt [38, 40, 41]. Ähnliche Eigenschaften werden auch 
den Loop‐Regionen,  in der Umgebung der Substratbindungsstelle (α1‐β1 und β3‐α2) zu‐
gewiesen [28]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5     Kristallstruktur von (A) SHP‐1 [28] und (B) SHP‐2 [30]. 
 
In  der  autoinhibierten  Konformation  bilden  der  Νβ4‐Nβ5‐Loop,  der  aus  der  N‐SH2‐
Domäne  herausragt  und  die  katalytische  PTP‐Domäne  eine  gemeinsame  Kontaktfläche 
aus, die 1478,9 Å umfasst   und damit 20% größer ist als bei SHP‐2 beschrieben. Diese Be‐
rührungsfläche  blockiert  den  Zugang  zum  aktiven  Zentrum  und  somit  das  katalytische 
Nukleophil Cys455 am Boden der Substratbindungstasche. Der inaktive Zustand wird durch 
die Ausbildung  von  Salzbrücken  zwischen Asp61 und  Lys362,  π‐π‐Wechselwirkungen  zwi‐
schen  Phe62  und  Tyr278  und Wasserstoffbrücken  zwischen  Ser59/His422, Gly60/Gln506  und 
Asn58/Gln502 stabilisiert.  Mit Ausnahme des Ser59 (Thr in SHP‐2) sind diese Reste in SHP‐1 
und SHP‐2 konserviert [28].  
Molecular Dynamics Simulationen zeigten, dass die Bindung eines Liganden durch die N‐
SH2‐Domäne  (SHP‐2) die Flexibilität der C‐terminalen Hälfte der Domäne reduziert, was 
zu einer  verminderten Assoziation mit der PTP‐Domäne  führt  [39].  Strukturhomologien 
lassen darauf schließen, dass der Interaktionsmechanismus zwischen der N‐SH2‐Domäne 
und der PTP‐Domäne für SHP‐1 und SHP‐2 ähnlich ist. 
Die Linkerregionen zwischen der C‐SH2 und N‐SH2‐Domäne  (109‐115), sowie C‐SH2 und 
PTP‐Domäne (209‐231) sind ohne definierte Sekundärelemente angeordnet und konnten 
deshalb nicht definiert werden. 
(A)  (B)
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2.4.1.3  REGULATIONSMECHANISMEN 
Verschiedene Formen der Ligandbindung an SHP‐1 bzw. die Modifikation des C‐Terminus 
führen  zur  Dissoziation  des  autoinhibitorischen  N‐SH2‐PTP‐Komplexes  (siehe  Kapitel 
2.4.1.2), was zu einer Erhöhung der katalytischen Aktivität von SHP‐1 führt. Dabei ist die 
Aktivität von SHP‐1 (Wildtyp) abhängig von dem pH‐Wert und der Ionenstärke. Bei einem 
pH‐Wert von 7,4 ist die Phosphatase inaktiv. Das Optimum der Katalyse von pNPP durch 
SHP‐1  liegt bei pH 5,4, wobei die Effizienz der Dephosphorylierung (kcat/KM ∼ 103 M‐1 s‐1) 
verglichen mit  anderen Phosphatasen, wie  z.B.  LAR, CD45 oder PTPβ,  relativ  gering  ist 
[42].   Ein niedriger pH‐Wert trägt zur Änderung der Wechselwirkung zwischen den Ami‐
nosäureseitenketten (Asp61 und Lys362)  innerhalb der Kontaktfläche zwischen der N‐SH2‐
Domäne und der  katalytischen Domäne bei. Neben anderen  Faktoren, hat diese Ände‐
rung Einfluss auf die notwendige Konformationsänderung, die zur Aktivierung des Enzy‐
mes  führt. Verschiedene Gruppen haben gezeigt, dass den SH2‐Domänen sowie dem C‐
Terminus eine  regulatorische Funktion bezüglich der SHP‐1 Aktivität  zugesprochen wer‐
den kann. So zeigten N‐ und C‐terminal verkürzte SHP‐1 Konstrukte eine 20‐40‐fach er‐
höhte SHP‐1 Aktivität [43, 44].  
Durch  verschiedene  Prozesse,  wie  die  Bindung  von  Phosphotyrosin‐haltigen  Liganden 
bzw. die Phosphorylierung innerhalb des Moleküls, kann das inaktive Enzym in seine akti‐
ve Form gebracht werden. 
 
(I)  Bindung eines monophosphorylierten Liganden durch die N‐SH2‐Domäne 
Erste pY‐unabhängige Studien unter Verwendung von SHP‐1 Mutanten zeigten, dass die 
Regulation der katalytischen Aktivität von SHP‐1 auf Wechselwirkungen zwischen der N‐
SH2‐Domäne und der PTP‐Domäne beruht. Demnach zeigte eine um beide SH2‐Domänen 
verkürzte SHP‐1 Mutante  (SH‐PTP1(∆SH2)) eine normale Michaelis‐Menten‐Kinetik über 
den getesteten pH‐Bereich von 5,1‐7,4. Neben der Phosphotyrosin‐unabhängigen Regula‐
tion wurden auch der Einfluss von Peptiden, abgeleitet aus der Sequenz des Erythropoie‐
tin‐Rezeptors  (EpoR pY429) und des  Interleukin‐3‐Rezeptors  (IL‐3R pY628) untersucht. Die 
Peptide  interagierten spezifisch mit der N‐SH2‐Domäne und stimulierten die Phosphata‐
seaktivität in Abhängigkeit von ihrer Konzentration [44]. 
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In einer weiteren Arbeit  konnte gezeigt werden, dass die Bindung eines monovalenten 
Phosphotyrosin‐haltigen Liganden  (EpoR pY429, FcγRIIB1 pY309) an die C‐SH2‐Domäne nur 
eine geringe Wirkung auf die Aktivierung von SHP‐1 ausübt [45]. 
Auch jüngste Untersuchungen zur Regulation der Phosphataseaktivität unter Verwendung 
von  verschiedenen  SHP‐1  Konstrukten  konnten  der  C‐SH2‐Domäne  nur  einen  unterge‐
ordneten Einfluss  zuschreiben. Dabei wurde  in allen Konstrukten der hoch konservierte 
Argininrest  (N‐SH2R32K;  C‐SH2R138K),  der  in  der  Phosphotyrosinbindungstasche  der 
SH2 Domäne lokalisiert ist, gegen Lysin substituiert [46]. 
 
II)  Bindung eines biphosphorylierten Liganden durch das Tandem‐SH2‐Motiv 
Inhibitorische Rezeptoren stellen Interaktionspartner für die Proteintyrosinphosphatasen 
SHP‐1 und SHP‐2 dar. Diese Rezeptoren präsentieren in ihrer intrazytoplasmatischen Do‐
mäne sogenannte ITIM‐Motive („Immunoreceptor Tyrosine‐based Inhibition Motifs“) mit 
einer  L/I/VxYxxL/V  Konsensussequenz  [47‐49].  Mit  Ausnahme  des  FcγRIIB1  Rezeptors 
werden die ITIMs als Tandem‐Motive exprimiert, die durch einen aus 25‐31 Aminosäuren 
bestehenden Spacer getrennt sind [50]. Die Rekrutierung der Phosphatasen erfolgt nach 
Phosphorylierung der Tyrosinreste und damit der Aktivierung des Rezeptors. Abbildung 6 
stellt mögliche  Interaktionen  zwischen  den  ITIMs  und  den  SH2‐haltigen  Phosphatasen 
dar. Demnach können beide SH2‐Domänen durch ein ITIM‐Tandem‐Motiv rekrutiert wer‐
den  (Abb. 6A). Der dimere  Lektin‐ähnliche Rezeptor präsentiert nach Aktivierung eben‐
falls  inhibitorische Motive, die durch zwei Rezeptormoleküle dargestellt werden können 
(Abb. 6B). Diese sind ebenfalls  in der Lage das Tandem‐SH2‐Motiv der Phosphatasen zu 
rekrutieren. Die Bindung  eines biphosphorylierten, bivalenten  Liganden  (abgeleitet  von 
IRS‐1)  durch  das  N‐SH2/C‐SH2‐Motiv  von  SHP‐2  führt  verglichen  mit  monovalenten 
Phosphotyrosin‐haltigen Liganden zu einer stärkeren Stimulation der Phosphataseaktivi‐
tät. Mutationsanalysen der  SH2‐Domänen bekräftigten das Mitwirken beider Domänen 
an der Aktivitätsregulation [51‐53]. 
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Abb. 6     Regulation der Phosphataseaktivität durch Tandem‐ITIMs [nach 47]. 
 
Dieser Effekt wird mit der hohen  Flexibilität der C‐SH2‐Domäne begründet, welche an‐
tennenartig  Phosphopeptide  „aufspürt“.  Die  Bindung  des  Phosphopeptidliganden  zieht 
einen Konformationswechsel des Enzyms nach sich, bei dem sich die Position der N‐SH2‐
Domäne ändert. Diese Änderung führt zu einer effizienten Bindung des zweiten Liganden, 
was  letztendlich zur Auflösung des autoinhibitorischen Zustandes der Phosphatase führt 
[28, 30]. 
 
(III)  Tyrosinphosphorylierung im C‐Terminus 
Dem C‐Terminus der SH2‐Phosphatasen wird eine wichtige Rolle für deren Funktion zuge‐
sprochen.  Verschiedene Mutationsanalysen  haben  die  Bedeutung  des  C‐tails  unterstri‐
chen. PEI et al. zeigten, dass die Kürzung des SHP‐1 C‐Terminus um 35 Aminosäuren (SH‐
PTP1(∆35)) eine deutliche Steigerung der Enzymaktivität,  im Vergleich zum Wildtyp (SH‐
PTP1) hervorruft [44]. Die proteolytische Spaltung des C‐Terminus resultierte in einer 10‐
20fach höheren Aktivität von SHP‐1 [43, 54].  
Die Phosphorylierung der Tyrosinreste  (pY536/564  (hämatopoetische  Form), pY538/566  (epi‐
theliale Form))  innerhalb der Sequenz des C‐Terminus kann zur direkten Regulation der 
Phosphataseaktivität  führen. Weiterhin  ist  die  Rekrutierung  von  Signalmolekülen,  wie 
Grb2 und SHIP durch diese Reste möglich [19, 55].  
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Die Modifikation des Tyrosins kann durch das Wirken von verschiedenen Kinasen  reali‐
siert werden. So wurde z.B. die Phosphorylierung der Sequenz um Tyr536 und Tyr564    (E‐
SEY536GNI;  EDVY564ENL)  durch  die  Leukozyten‐spezifische  Proteintyrosinkinase  Lck  be‐
schrieben  [56].  In  vitro  Experimente  konnten  durch  den  Einfluss  der  Insulinrezeptor‐
Kinase  das  Tyr538  innerhalb  des  C‐Terminus  als  Phosphorylierungsstelle  aufzeigen  [57]. 
Tyr538 liegt dabei innerhalb einer Sequenz ESEY538GNI, die mit der Konsensussequenz der 
Grb2‐SH2‐Domäne korreliert. Dies lässt die Vermutung zu, dass diese Position als Andock‐
stelle  für Adapterproteine  fungiert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass SHP‐1 einer 
Autodephosphorylierung unterliegt, die durch Natriumvanadat unterdrückt werden kann 
[58]. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen, konnten die Tyrosinreste  in den Positio‐
nen 538 und 566 durch Substitution gegen Phenylalanin als Phosphorylierungsstellen und 
Substrate für die Src‐Kinase identifiziert werden [59]. 
Aufgrund der Instabilität der Tyrosinphosphorylierung ist es schwierig, deren Rolle in der 
Regulation der Enzymaktivität genauer zu beurteilen. Um diesen  limitierenden Faktor zu 
umgehen, wurden durch ZHANG et al. semisynthetische SHP‐1 Proteine, die nichthydroly‐
sierbare  Phosphotyrosin‐Mimetika  enthalten,  generiert.  Dabei  konnte  gezeigt werden, 
dass die Substitution von Tyr536 zu einer 8‐fach höheren Phosphataseaktivität führt, wäh‐
rend der Austausch in Position 564 eine geringe Aktivitätsänderung (1,6‐fach) hervorruft. 
Diese Untersuchungen  lassen die Vermutung  zu, dass  sich die  Erhöhung der enzymati‐
schen Aktivität  in einer  Interaktion zwischen der N‐SH2‐Domäne und dem Tyrosinrest  in 
Position 536 begründet [19]. 
 
(IV)  Lipidbindung 
In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass SHP‐1 ein negativer Regulator der T‐Zell‐
Rezeptor  (TCR)‐vermittelten  Signalwege  ist.  Eine  Aktivierung  des  Rezeptors  führt  zur 
Phosphorylierung  von  Signalproteinen  (z.B.  Lck,  ZAP‐70),  die  sich  in  sogenannten  lipid 
rafts befinden bzw.  rekrutiert werden. Dabei handelt es  sich um Mikrodomänen  in der 
Zellmembran, die verstärkt mit Cholesterol und Sphingolipiden angereichert sind [60]. Die 
kurzzeitig anhaltende Phosphorylierung  lässt die Vermutung  zu, dass Phosphatasen wie 
SHP‐1 innerhalb dieser Mikrodomänen lokalisiert sein müssen (siehe Kapitel 2.4.1.5). 
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FAWCETT et al. konnten zeigen, dass eine SHP‐1 Fraktion in den lipid rafts exprimiert wird 
und dass diese Fraktion während der TCR‐Stimulation dort verbleibt. Es besteht die Ver‐
mutung, dass aufgrund einer fehlenden Lokalisationssequenz dem C‐Terminus eine wich‐
tige Rolle in der TCR‐Regulation zugeschrieben werden kann [55, 61]. 
Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass durch Bindung von Phosphatidsäure, Phosphati‐
dylinositol‐(3,4,5)‐trisphosphat (PIP3), Dipalmitoylphosphatidylglycerol (DPPG) und Phos‐
phatidylserin an eine 41 Aminosäuren umfassende Sequenz    im C‐Terminus die Aktivität 
von SHP‐1 stimuliert wird. Im Gegensatz zu SHP‐1 existiert diese hochaffine Bindungsstel‐
le in der verwandten PTP SHP‐2 nicht [55, 62]. 
 
2.4.1.4  SUBSTRATSPEZIFITÄT 
Die  Identifizierung  und  Charakterisierung  von  physiologisch  relevanten  Substraten  von 
Proteintyrosinphosphatasen wurde  in vorangegangenen Studien  intensiv untersucht. Da‐
bei  konnte  gezeigt werden, dass neben  chemischen  Eigenschaften,  auch die  Länge der 
Sequenzen  möglicher  Substrate  eine  entscheidende  Rolle  spielt.  Durch  Alanin‐
Substitution  innerhalb der Sequenz eines vom EGF‐Rezeptor988‐998  (epidermal growth  fac‐
tor) abgeleiteten Peptides schlugen ZHANG et al. eine Konsensussequenz für PTP‐Substrate 
(DADEpYAAPA) vor. Dabei bestand die Vermutung, dass die N‐terminal des pY‐Restes ge‐
legenen sauren Aminosäuren einen beachtlichen Beitrag zur Substratbindung und Kataly‐
se leisten [40, 63, 64].  
Diese  Vermutung wurde  durch  Kristallstrukturanalysen  von  der mit  zwei  Peptiden  aus 
SIRPα  komplexierten  Phosphatasedomäne  von  SHP‐1  (C455S‐Mutante)  bekräftigt.  Es 
konnte gezeigt werden, dass die Peptide  in gestreckter Konformation an die katalytische 
Domäne  binden. Dabei  interagierten  4  basische  Aminosäurereste  (Lys273,  Lys279,  Arg277 
und Arg360) mit dem Phosphotyrosinrest innerhalb der pY‐Bindungstasche [40]. Neben der 
ausgeprägten Phosphotyrosinbindungstasche konnten noch 6 weitere Substratbindungs‐
taschen  identifiziert  werden.  Als  wichtigste  Bindungstasche  wurde  die  P‐2‐
Bindungstasche charakterisiert, die N‐terminal (pY‐2) des Phosphotyrosinrestes liegt. Die‐
se wird aus den Seitenketten der Aminosäuren Lys362, Arg277 und Tyr278 gebildet. Eine In‐
teraktion zwischen den Resten N‐terminal der Position pY‐2 und dem β5/β6‐Loop konnte 
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aufgezeigt werden. Dabei wurde der Position pY‐4 eine Präferenz für saure Aminosäuren 
(Glu, Asp)  zugesprochen. Die C‐terminalen Substratreste wechselwirken primär mit den 
α1/β1 und α5/α6 Motiven. Die untersuchten Komplexstrukturen  ließen auf die Konsen‐
sussequenz (D/E)x(L/I/V)xnpYxx(L/I/V) (n = 1, 2) für Substrate der PTP SHP‐1 schließen. 
Durch das Screenen einer Peptidbibliothek, mit den randomisierten Positionen pY‐1 und 
pY‐2 (RNNXXpYA‐NH2, X = proteinogene Aminosäuren mit Ausnahme von Cys) konnte die 
Konsensussequenz  für potentielle  SHP‐1  Substrate  präzisiert werden. Die  Präferenz  für 
saure Aminosäuren in Position pY‐2 (Asp > Glu) und die Toleranz gegenüber mehrerer  
Aminosäuren in Position pY‐1 resultierte in der Konsensussequenz (D/E)xpY [65].  
In Übereinstimmung mit der ermittelten Konsensussequenz detektierten MUSHARRAF et al. 
Sequenzen, die in 63% aller Fälle saure Aminosäurereste in der N‐terminalen Region (pY‐4 
bis pY‐1) enthalten und durch die katalytische Domäne von SHP‐1 selektiert werden.  
Das Screening der Peptidbibliothek (xxxPmpxxx, x = Nle und proteinogene Aminosäuren, 
außer Cys und Met)  identifizierte dabei Sequenzen wie, DYDY, MDDY, VGDD, YDEQ und 
FDEG.  In den Positionen pY+2 und pY+3   konnte ein breites Spektrum an Aminosäuren 
bestimmt werden. In Position pY+4 zeigte die PTP‐Domäne eine starke Präferenz für hyd‐
rophobe Reste (V/I/L/M/F/Y) [16]. 
In einer weiteren Studie wurde die Dephosphorylierung von mono‐, bi und triphosphory‐
lierten Peptiden, abgeleitet aus der Aktivierungsschleife der Rezeptortyrosinkinase (RTK) 
Ros  (Reste  1999‐2014;  pY2003,  2007,  2008)  in  Abhängigkeit  von  der  Zeit  untersucht. Dabei 
konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Sequenzumgebung des phosphorylierten Tyro‐
sins, sondern auch die Anzahl der Phosphorylierungsstellen eine entscheidende Rolle für 
die  Substratspezifität  spielt.  Die  Dephosphorylierung  der  triphosphorylierten  Sequenz 
durch SHP‐1 ist dabei effizienter als die der bi‐ und monophosphorylierten Liganden. Au‐
ßerdem konnte die Präferenz für Aspartat in Position pY‐2 gegenüber Glutamat und damit 
die von WANG et al. ermittelte Konsensussequenz (D/E)xpY bestätigt werden [66]. 
   
 
 
2.4.1.5  BIOLOGISCHE FUNKTIONEN 
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Zur Aufklärung der biologischen  Funktion  von  SHP‐1  konnten Ergebnisse beitragen, die 
eine „loss‐of‐function“ Mutation im SHP‐1 Gen für schwerwiegende immunologische Dys‐
funktionen und Störungen der Hämatopoese bei sogenannten motheaten  (me/me) und 
viable  motheaten  (meV/meV)  Mäusen  verantwortlich  machten  [67‐69].  Der  me/me‐
Phänotyp  ist durch eine geringere Körpergröße, Pigmentstörungen der Haut, Fellverlust 
und Nekrosen der Extremitäten gekennzeichnet (Abb. 7).  
     
Abb. 7     Vergleich zwischen einer motheaten Maus (links) und einer normal entwickelten, gesunden   
   Maus (rechts), 3½ Wochen alt [67].  
 
Beide Punktmutationen haben ein abnormales mRNA Spleißen und die Expression eines 
aberranten SHP‐1 Transkripts zur Folge. Die me/me‐Mutation beruht auf der Deletion ei‐
nes Cytidinrestes  innerhalb der N‐SH2‐Domäne, die eine neue Donorspleißstelle schafft. 
Dadurch kommt es  zur Verschiebung des  Leserasters und  zum vorzeitigen Abbruch der 
mRNA‐Synthese.  Im  Vergleich  zum  wild‐type  Protein  besteht  das  resultierende  SHP‐1 
Transkript aus nur etwa 100 Aminosäuren.  
Die Transversion von Thymidin zu Adenin ist Ursache der meV/meV‐Mutation, die den Ver‐
lust einer Donorspleißstelle zur Folge hat. Die Aktivierung kryptischer Spleißstellen führt 
zur  Insertion  oder Deletion  von  Basenpaaren  innerhalb  der  Sequenz  der  PTP‐Domäne, 
was zur Produktion eines zum Wildtyp katalytisch inaktiveren Proteins führt (∼20% Aktivi‐
tät)  [6, 68‐71]. Die  aberranten Transkripte  führen  zu hämatopoetischen  Störungen, die 
durch eine erhöhte Expansion und eine vermehrte Anreicherung von myeloiden Zellen in 
verschiedenen Geweben geprägt sind. Dies kann zu hämorrhagischer Pneumonitis, Sple‐
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nomegalie  und  extramedullärer  Hämatopoese  führen, was  die  kurze  Lebensdauer  der 
Mäuse (me/me ca. 2‐3 Wochen, meV/meV‐Mäuse ca. 9‐12 Wochen) begründet [67, 72]. 
 
SHP‐1 und die Regulation myeloider Zellfunktionen 
Die Zellen der myeloiden Reihe (Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten und Monozy‐
ten) können durch Interaktionen mit chemotaktischen Peptiden, Zytokinen, Chemokinen 
und einer Vielzahl von anderen Liganden aktiviert werden. Die dadurch hervorgerufene 
Induktion von Signalkaskaden  führt  letztlich  zur Proliferation, Chemotaxis, Phagozytose, 
Adhäsion und zur Sekretion von granulären Vesikeln [73‐77]. Den Proteintyrosinphospha‐
tasen wird  bei  der  Regulation  der  Signalwege  eine wichtige  Rolle  zugeschrieben, was 
durch die SHP‐1‐defizienten motheaten Mäuse gezeigt werden konnte. SHP‐1 übt dabei 
eine Hemmung auf die Signalkaskaden aus, die das Wachstum, die Differenzierung und 
die Aktivierung von myeloiden Zellen fördern [78]. Weiterhin ist SHP‐1 an der Regulation 
der adhäsiven Eigenschaften von myeloiden Zellen beteiligt [79].  
Verschiedene  Funktionsanalysen machten  deutlich,  dass  SHP‐1  an  der Downregulation 
verschiedener  Signalkaskaden  beteiligt  ist.  Dazu  zählen  Signalwege,  die  durch Wachs‐
tumsfaktor‐Rezeptoren (z.B. c‐KitR [80, 81]) und Zytokin‐Rezeptoren, wie den Granulozy‐
ten‐Makrophagen  koloniestimulierender  Faktor‐Rezeptor  (GM‐CSFR)  [82],  den  Makro‐
phagen  koloniestimulierender  Faktor‐Rezeptor  (M‐CSFR)  [83]  und  den  Interleukin‐3‐
Rezeptor  (IL‐3R)  [84, 85] gesteuert werden. Dabei  ist SHP‐1  in der Lage, die durch diese 
Rezeptoren transduzierten Signalwege direkt durch Dephosphorylierung bestimmter Re‐
zeptorkomponenten bzw. indirekt durch die Regulation von Jak‐Kinasen zu lenken. Im Zu‐
sammenhang mit der SHP‐1‐Defizienz  konnte ein erhöhtes zelluläres Phosphorylierungs‐
level nach Stimulation des M‐CSFR und IL‐3R gezeigt werden [70, 84]. 
Weiterhin  konnte die Vermittlung der  Effekte  von  SHP‐1  auf die Physiologie myeloider 
Zellen, der Assoziation  zwischen SHP‐1 und  ITIM‐enthaltenden  inhibitorischen Rezepto‐
ren, wie LIR‐1, LIR‐2, SHPS‐1‐R und PIR‐B zugeschrieben werden. 
Bei  der  Co‐Stimulation  von  Todesrezeptoren  neutrophiler  Granulozyten  mit  anti‐
apoptotischen Liganden (GM‐CFS, G‐CSF oder IFN‐γ) und pro‐apoptotischen Liganden (Fas 
oder TNF‐α) konnte gezeigt werden, dass durch die Rekrutierung von SHP‐1 an ein ITIM‐
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ähnliches  YxxL‐Motiv  innerhalb  der  Todesdomäne  anti‐apoptotische  Zytokinsignale  un‐
terdrückt werden. Folglich werden wichtige anti‐apoptotische bzw. pro‐inflammatorische 
Signalmoleküle, wie z.B. Lyn, PI3K, Vav, Grb2 und Tyk‐2 dephosphoryliert und  inaktiviert 
[91‐97]. 
Mit der  Identifizierung der Bindungsstelle  (pY429) von SHP‐1  innerhalb der zytosolischen 
Domäne  des  aktivierten  Erythropoetin‐Rezeptors  (EPO‐R)  konnte  der  Proteintyro‐
sinphosphatase eine wichtige Rolle  in der Regulation der Erythropoese zugeordnet wer‐
den. Die SH2‐Domänen‐abhängige Aktivierung der Phosphataseaktivität resultiert  in der 
Dephosphorylierung  und  Inaktivierung  der  Rezeptor‐assoziierten  Januskinas  Jak‐2  [98]. 
JIAO et al. konnten eine direkte, SH2‐unabhängige  Interaktion  zwischen SHP‐1 und  Jak2 
aufzeigen, die ebenfalls  über die Dephosphorylierung zur Inaktivierung der Tyrosinkinase 
führt.  Die Untersuchung  der  SHP‐1  Aktivität,  unter  Verwendung  von Mutanten  (R30K, 
R136K) machte  jedoch deutlich, dass die SH2‐abhängige  Interaktion von SHP‐1 mit dem 
EPO‐R die Dephosphorylierung von Jak2 potenziert [99]. 
 
SHP‐1 und die Regulation lymphatischer Zellfunktionen 
B‐ und T‐Zell‐Rezeptoren (BCR bzw. TCR) stellen multimere Komplexe dar, die ein Erken‐
nungsmodul  (Peptid‐, MHC‐ oder Antigenerkennung)  sowie ein Signalmodul, bestehend 
aus transmembranen Untereinheiten (TCR: CD3γ, δ, ε und TZRζ; BCR:  Ig‐α und  Ig‐β) ent‐
halten.  Die  Antigenbindung  führt  zur  Aktivierung  von  Proteintyrosinkinasen  der  Src‐
Familie (TCR: Lck und Fyn; BCR: Lyn, Fyn und Blk), was zur Phosphorylierung sogenannter 
ITAMs‐Motive („Immunoreceptor Tyrosine‐based Activation Motifs“, YxxLx(6‐8)YxxL) inner‐
halb der zytosolischen Region des Rezeptors führt. Die ITAMs generieren Bindungsstellen 
für SH2‐haltige Proteintyrosinkinasen, wie Syk und ZAP‐70  [100, 101]. Die Phosphorylie‐
rung des  Scaffold‐Proteins BLNK/SLP‐65 durch  Syk hat dabei die Aktivierung der MAPK 
und  die Mobilisierung  von  Calcium  aus  intrazellulären  Speichern  zur  Folge  (Abb.  8)  [6, 
102]. Die Wirkung  von Proteintyrosinphosphatasen  auf diese  Signalwege hat  entweder 
die  Verstärkung  (CD45)  oder  die  Termination  (SHP‐1)  der  Lymphozytenaktivierung  zur 
Folge  [6, 103]. Die  inhibitorische Wirkung  von  SHP‐1  konnte durch Untersuchungen  an 
motheaten Mäusen belegt werden, die eine Erhöhung der Tyrosinphosphorylierung, die 
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Aktivierung der MAPK sowie eine beachtliche Zunahme der B‐Zellproliferation, als Folge 
der BCR‐Stimulation  zeigten  [104].  In SHP‐1‐defizienten B‐Zellen  ist die BCR‐vermittelte 
Apoptose im Vergleich zum Wildtyp erhöht, was als weiterer Nachweis für den negativen 
Effekt von SHP‐1 diente [104‐107]. 
SHP‐1 moduliert den BCR über eine Vielzahl molekularer  Interaktionen.  In  ruhenden B‐
Zellen assoziiert SHP‐1 konstitutiv an den BCR und dephosphoryliert die  Ig‐α/Ig‐β‐Ketten 
des Rezeptors  [104]. Die Bindung eines Liganden an den Rezeptor  führt zur Dissoziation 
des Komplexes. SHP‐1 wird an verschiedene Stellen innerhalb der Zelle rekrutiert. Hierbei 
spielen hauptsächlich die ITIM‐haltigen Co‐Rezeptoren eine wichtige Rolle (Abb. 8). Durch 
die Interaktion mit SHP‐1 kommt es zur Modifikation von bestimmten Signalen, z.B. durch 
die Dephosphorylierung von Syk und ITAMs [6, 108‐110] 
 
 
Abb. 8     Regulation BCR‐initiierter, intrazellulärer Signalwege über SHP‐1  [nach 6].  
 
Die Funktion von T‐Zellen wird über Antigen‐spezifische Rezeptoren und Co‐Rezeptoren 
reguliert. Wie auch im Fall des B‐Zellrezeptors wird die T‐Zellfunktion, wie Thymozytense‐
lektion und TCR‐induzierte Apoptose durch die Wirkung von SHP‐1 moduliert. 
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„Motheaten“ T‐Zellen zeigten nach TCR‐Stimulation im Vergleich zum Wildtyp sowohl ei‐
ne gesteigerte proliferative Antwort als auch eine Zunahme der IL‐2 Produktion [103, 111, 
112].  
Der Effekt von SHP‐1 auf die TCR‐Signalweiterleitung wird durch eine Vielzahl von mole‐
kularen Interaktionen realisiert. SHP‐1 interagiert mit dem TCR selbst und ist dabei in der 
Lage die phosphorylierten ITAMs innerhalb der CD3ε‐Untereinheit des aktivierten TCR zu 
dephosphorylieren [113]. Die Assoziation von inhibitorischen Rezeptoren der Killer‐Zellen 
(KIRs), wie p58, p70 oder CD94/NKG2A führt zu einer starken Hemmung der Zytolyseakti‐
vität und der Zytokinproduktion von zytotoxischen T‐Zellen [114‐117].  
Die Bindung von MHC‐Klasse‐1‐Molekülen an KIRs resultiert in der Rekrutierung von SHP‐
1‐SH2‐Domänen an die ITIM‐Motive inhibtorischer Rezeptoren, was zur Negativregulation 
der TCR‐induzierten Aktivierung der Src‐Kinasen Lck und Fyn sowie der Desphosphorylie‐
rung  der  Syk‐Kinasen  ZAP‐70  und  Syk  führt.  So  wird  die  Syk‐vermittelte  T‐Zell‐
Toxizitätsaktivität vollständig gehemmt [112, 118, 119]. 
Die SHP‐1 Assoziation an KIR ruft auch die Dephosphorylierung von SLP‐76, einem direk‐
ten Substrat von Syk und SHP‐1 hervor. Durch das Entgegenwirken der Syk‐vermittelten 
Phosphorylierung von SLP‐76 wird die zytotoxische T‐Zellfunktion gestört [119]. 
Weitere  ITIM‐Bindungsstellen  für  SHP‐1  generiert der  inhibitorische Rezeptor PECAM‐1 
(platelet‐endothelial cell adhesion molecule) [120]. 
Neben  ITIM‐haltigen  Rezeptoren,  werden  auch  ausgewählte  Zytokinrezeptoren  der  T‐
Lymphozyten,  wie  der  IL‐2‐Rezeptor  (IL‐2R)  durch  SHP‐1  in  ihrer  Funktion  beeinflusst 
[121]. FAWCETT et al. zeigten, dass 20‐30% des zellulären SHP‐1 Gehaltes in lipid rafts loka‐
lisiert  ist  (siehe Kapitel 2.4.1.3). SHP‐1 wirkt dabei als Negativregulator TCR‐vermittelter 
Signale, was durch den Verlust der Phosphorylierung der CD3γ Kette, der fehlenden Rek‐
rutierung von ZAP‐70 an den TCR/CD3‐Komplex und der Hemmung der  IL‐2 Produktion 
nach Rezeptorstimulation bekräftigt wird [61].  
Weiterhin wurden Interaktionen zwischen SHP‐1 und verschiedenen anderen Signaleffek‐
toren, wie Vav, Grb2 und mSos1 detektiert [96]. 
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SHP‐1 und die Regulation epithelialer Zellfunktionen 
Im Vergleich zu hämatopoetischen Zellen ist die Expressionsrate von SHP‐1 in epithelialen 
Zellen geringer. Außerdem weist das  in diesen Zellen exprimierte 597 Aminosäuren ent‐
haltene  SHP‐1  Transkript  ((I)SHP‐1)  eine  veränderte  Initialsequenz  auf  (siehe  Kapitel 
2.4.1.1) [33, 35]. Als epitheliale Interaktionspartner sind u.a. die transmembrane Tyrosin‐
kinase Ros und der EGF‐Rezeptor beschrieben worden [53, 122]. 
Die Sterilität männlicher meV/meV‐Mäuse beruht auf einer gestörten Spermienreifung, die 
mit einer verminderten Differenzierung der Epididymis korreliert. Die Ähnlichkeiten zum 
Phänotyp der Ros‐/‐ Mäuse, in denen eine gezielte Inaktivierung der Rezeptortyrosinkina‐
se Ros beschrieben wurde, gab den Anlass die molekularen Grundlagen dieser Erschei‐
nungen zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass SHP‐1 über seine N‐SH2‐Domäne 
direkt an Ros  (LNpY2267MVL‐NH2, LNpY2327ACL) bindet.  Jedoch präsentiert  sich pY2327 als 
schlechtes Ros‐Substrat und  leistet daher nur einen geringen Beitrag  für die SHP‐1 Bin‐
dung [123]. Weiterhin wurde Ros als negativer Regulator der Ros‐vermittelten Signalwege 
beschrieben.  In meV/meV‐Mäusen  liegt  Ros  hyperphosphoryliert  vor.  Phosphoryliertes 
Ros stellt nicht nur einen Bindungspartner für SHP‐1 dar, sondern fungiert auch als Sub‐
strat von SHP‐1. Die Dephosphorylierung von Ros durch SHP‐1 führt zur Reduzierung der 
katalytischen Aktivität der RTK, was eine verminderte Rekrutierung von Substratproteinen 
bewirkt [122].  
In humanen, epithelialen Tumorzellen konnte eine Assoziation zwischen dem EGFR und 
SHP‐1 beschrieben werden. Die Behandlung des EGFR‐SHP‐1 Komplexes mit Phosphatid‐
säure  initiierte dabei die Dephosphorylierung des autophosphorylierten Rezeptors [124]. 
TENEV et al. identifizierten sowohl die N‐ als auch die C‐SH2‐Domäne als Strukturelemente, 
die an der EGFR‐SHP‐1 Interaktion beteiligt sind [53]. Die Analyse von YF‐Mutanten des 
EGFR schlug pY1173 als Bindungsstelle für die N‐SH2 Domäne von SHP‐1 vor. Der Bindungs‐
partner für die C‐SH2‐Domäne wurde nicht identifiziert [125]. 
Das  Zell‐Adhäsionsprotein  p120  Catenin  (p120ctn)  wurde  als  weiterer  Bindungspartner 
und  als  Substrat  von  SHP‐1  beschrieben  [126].  TENEV  et  al.  zeigten,  dass  es  nach  EGF‐
Stimulation von A431 Zellen zu einer SHP‐1‐vermittelten Senkung des EGFR Phosphorylie‐
rungslevels und zur verringerten DNA‐Bindungsaktivität von Stat1 und Stat3  führt [127]. 
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Im C‐terminalen Bereich der epithelialen Form von SHP‐1 konnte eine nukleare Lokalisati‐
onssequenz  (NLS) ermittelt werden, die aus dem basischen KRK‐Motiv gebildet wird.  In 
ruhenden  Zellen  wird  das  NLS‐Signal  wahrscheinlich  unterdrückt,  da  erst  die  EGF‐
Stimulation die Translokation von SHP‐1 vom Zytosol in den Zellkern hervorruft [128]. DU‐
CHESNE et al. konnten die Kernlokalisationfähigkeit von SHP‐1  in  intestinalen Epithelzellen 
stärken. Durch die Bindung und Dephosphorylierung von β‐Catenin durch SHP‐1  im Zell‐
kern wurde die β‐Catenin/TCF‐induzierte Transkription inhibiert und die Proliferation die‐
ser  Zellen moduliert.  Eine  erhöhte  SHP‐1  Aktivität  korrelierte mit  dem  Zellzyklusarrest 
und der induzierten Zelldifferenzierung [129]. 
 
2.5  DIE SH2‐PROTEINDOMÄNEN 
Mit  der  Strukturaufklärung  der  Fujinami  sarcoma  virus  P130gag‐fps  Proteintyrosinkinase 
durch insertionelle Mutagenese‐Experimente gelang es einen ca. 100 Aminosäure umfas‐
senden  Bereich, N‐terminal  der  Kinasedomäne  gelegen  zu  charakterisieren  [130].  Auf‐
grund der Domänenorganisation der Src‐Kinasen benannten PAWSON et al. diesen an die 
Kinasedomäne  (SH1)  angrenzenden Abschnitt  „SH2‐Domäne“. Das menschliche Genom 
codiert für etwa 120 SH2‐Domänen, die sich auf ca. 110 Proteine verteilen [131]. Die hoch 
konservierten SH2‐Domänen stellen Interaktionsmodule dar, die imstande sind Phospho‐
tyrosinreste zu erkennen und intrazelluläre Signalwege zu regulieren. 
 
2.5.1  STRUKTUR VON SH2‐DOMÄNEN 
Die Kernregion der SH2‐Domänen wird aus einem 7‐strängigen β‐Mäander gebildet, der 
sich aus einem 4‐strängigen (βB, βC, βD und βG) und einem 3‐strängigen (βD`, βE und βF) 
β‐Faltblatt‐Motiv  zusammensetzt.  Beide  Sekundärstrukturen  sind  durch  den  βD‐Strang 
miteinander verbunden. Das 4‐strängige Motiv wird auf beiden Seiten von α‐Helices (αA 
und αB) flankiert. Dabei sind die Position und die relative Orientierung der α‐Helices und 
des 4‐strängigen β‐Faltblatts hoch konserviert. Zwischen der α‐Helix B und dem β‐Strang 
G  kommt  es  zur  Ausbildung  der  sogenannten  BG‐Schleife.  Die  sogenannte  EF‐Schleife 
formiert sich zwischen den β‐Strängen E und F (Abb. 9). 
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Abb. 9     Kristallstruktur der SH2‐Domäne im Komplex mit einem Phosphopeptidliganden [132]. 
 
Beide Schleifen sind an der Ausbildung einer hydrophoben Bindungstasche beteiligt, mit 
der die C‐terminal zum Tyrosinrest gelegenen Aminosäuren des Liganden interagieren.  
Dabei ist der hydrophobe Charakter der Tasche in den SH2‐Domänen konserviert. Jedoch 
variiert die Konformation des 3‐strängigen β‐Faltblatts und der EF‐ und BG‐Schleife in ver‐
schiedenen  SH2‐Domänen.  Diese  Variationen  sind  für  die  hohe  Ligandenspezifität  der 
SH2‐Domänen verantwortlich [133, 134].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10     Schematische Darstellung der Phosphotyrosin‐Bindung durch die Src‐SH2‐Domäne [133]. 
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Die Bindung des Phosphotyrosinrestes wird durch die positiv  geladenen Reste ArgαA2, 
ArgβB5  und  LysβD6  realisiert.  Zusätzlich  wirken  Aminosäuren  der  Phosphat‐
Bindungsschleife (BC‐Schleife) durch Ausbildung von Wasserstoffbrücken an der Bindung 
mit (Abb. 10) [133, 135]. ArgβB5 ist Teil des charakteristischen Signaturmotivs FLVRES der 
SH2‐Domänen und stellt einen hoch konservierten Rest dar [136, 137]. Der Austausch des 
Argininrestes durch Lysin führte zur Hemmung der Ligandbindung [52, 138].  
 
2.5.2  BINDUNGSPARTNER DER SH2‐DOMÄNEN VON SHP‐1 UND SHP‐2 
Erste Hinweise, dass die Erkennung von Phosphotyrosinresten durch SH2‐Domänen von 
der Primärstruktur des Bindungspartners abhängig  ist,  lieferte der Sequenzvergleich zwi‐
schen dem Polyomavirus middle T Antigen und dem PDGF‐Rezeptor. Beide Proteine ent‐
halten die  für die SH2‐Domäne der Phosphatidylinositol 3‐Kinase  (PI3‐K) entscheidende 
Erkennungssequenz  pY‐Met/Val‐X‐Met,  die  auch  innerhalb  anderer  Interaktionspartner 
der PI3‐K nachgewiesen worden ist.  
Mit  dem  Screening  einer  Phosphopeptidbibliothek  konnte  bereits  1993  eine Methode 
entwickelt werden, die die Vorhersage optimaler und spezifischer Erkennungsmotive  in‐
dividueller SH2‐Domänen erlaubte. Dabei wurden den C‐terminal vom Tyrosinrest gele‐
genen  Aminosäureresten  eine  wichtige  Rolle  in  der  Spezifitätsregulation  der  SH2‐
Domänen zugesprochen [139, 140]. Die SH2‐Domänen der Src‐Familie bevorzugen dabei 
das Motiv pYEEI. Die Kristallstruktur der Peptid‐komplexierten Src‐SH2‐Domäne führte zur 
Aufklärung der Selektion dieses Motives. Während die Reste in pY+1 (Glu) und pY+2 (Glu) 
auf der Oberfläche der SH2‐Domäne lokalisiert sind und dort Kontakte mit den Seitenket‐
ten der Domäne ausbilden, bindet der Rest in pY+3 (Ile) in eine hydrophobe Bindungsta‐
sche  (siehe Kapitel 2.5.1). Der Aminosäurerest ßD5, der sich am Boden der Bindungsta‐
sche befindet  ist entscheidend an der Selektivität beteiligt. Aufgrund der Aminosäure  in 
Position  βD5  teilten  SONGYANG  et  al.  die  SH2‐Domänen  in  4  Gruppen  ein.  Die  SH2‐
Domänen von Proteinen, wie PLCγ, p85 PI3‐K  sowie der PTPs SHP‐1 und SHP‐2 wurden 
einer Klasse zugeteilt, die sich hinsichtlich ihrer Selektivität von den SH2‐Domänen ande‐
rer Proteine, wie z.B. der Src‐Familie, Vav, Syk oder ZAP‐70 unterscheiden. Für Liganden 
bzw. Bindungspartner der SH2‐Domänen dieser Klasse wurde ein allgemeines Motiv (pY‐
  GRUNDLAGEN 
  
  25 
hydrophob‐x‐hydrophob; x = alle Aminosäuren, außer Trp und Cys) selektiert [139, 141]. 
Die  Untersuchungen  an  intrazellulären  Interaktionspartnern  ließen  vermuten,  dass  es 
weitere Spezifitätsunterschiede der SH2‐Domänen innerhalb einer Klasse geben muss. 
Im Fall von SHP‐2 zeigten Bindungsstudien unter Verwendung von Phosphopeptiden, ab‐
geleitet aus der Sequenz der β‐Untereinheit des PDGF‐Rezeptors (DTSSVLpY1009TAVQPN), 
dass  für  eine  hochaffine  Bindung  eine  minimale  Sequenz  von  sechs  Aminosäuren 
(VLpY1009TAV) erforderlich  ist. Die Durchführung eines systematischen Alanin‐Scans zeig‐
te, dass neben den Aminosäuren  in den Positionen pY+1 und +3 auch die Aminosäure  in 
Position pY‐2 eine entscheidende Rolle in der Erkennung und Bindung von Liganden spielt 
[142]. Das Bindemotiv (I/V/L)xYxx(L/V) konnte anhand des Sequenzalignments der inhibi‐
torischen Rezeptoren CD22, FcγRIIB und KIR  identifiziert werden und  ließ die Vermutung 
zu, dass die Aminosäuren N‐terminal von pY einen wichtigen Beitrag  für die Assoziation 
und Aktivierung von SHP‐1 leisten. BURSHTYN et al. zeigten, dass hydrophobe Reste in pY‐2 
von  der  C‐SH2‐Domäne  selektiert werden  [143]. Die  Spezifität  in  Position  pY‐2  konnte 
auch für die N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 nachgewiesen werden [144].  
Das Screening einer kombinatorischen Phosphopeptidbibliothek mit fünf randomisierten 
Positionen  (xxpYxxx) machte deutlich, dass sich die SH2‐Erkennungssequenzen der PTPs 
SHP‐1 und SHP‐2 unterscheiden (Tab. 1). 
 
Tabelle 1:     Konsensussequenzklassen der SH2‐Domänen von SHP‐1 und SHP‐2 (M = Nle),  
       [a] [144], [b] [145]. 
 
 
SHP‐1  N‐SH2  C‐SH2 
          Klasse I  LxpY(M/F)x(F/M)a (T/V/I)xpY(Abu/A/T)x(L/M/V)b
          Klasse II  LxpYAxLa   
SHP‐2  N‐SH2  C‐SH2 
          Klasse I  (I/L/V/M)/xpY(T/V/A)x(I/V/L/F)b (T/V/I/Y)xpY(A/S/T/V)x(I/V/L)b
          Klasse II  W(M/T/V)pY(Y/R)(I/L)xb  
          Klasse III  (I/V)xpY(L/M/T)Y(A/P/T/S/G)b  
          Klasse IV  (I/V/L)xpY(F/M)xPb  
 
Für die N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 konnten zwei Klassen von Peptiden ermittelt werden, 
wobei sich beide Klassen  in den C‐terminalen Resten unterscheiden. Die Testung ausge‐
wählter  Peptide  beider  Klassen  zeigte  trotz  Unterschieden  im  Bindungsverhalten  eine 
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ähnliche Affinität zur N‐SH2‐Domäne und waren  in der Lage die Phosphatase zu aktivie‐
ren. Aufgrund der vier beschriebenen Klassen  für die N‐SH2‐Domäne von SHP‐2,  ist die 
Bindung von Liganden durch die Domäne, im Vergleich zur N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 we‐
niger spezifisch. Für die C‐SH2‐Domänen von SHP‐1 und SHP‐2 wurde je eine Klasse cha‐
rakterisiert, deren Peptide spezifisch an die jeweilige Domäne binden [144, 145].  
Die experimentell ermittelten Konsensussequenzen für die SH‐2‐Domänen von SHP‐1 und 
SHP‐2 konnten durch eine Vielzahl von natürlichen Interaktionspartnern bestätigt werden 
(Tab. 2). 
 
Tabelle 2:     Auswahl humaner Interaktionspartner der Proteintyrosinphosphatasen SHP‐1  
     und/oder SHP‐2 
 
 
Interaktionspartner  Sequenz(en)  Referenz 
Bgp1 (CD66, CEACAM‐1)***  VTYSTL, IIYSEV  [146] 
G6b (MHC III‐Protein)***  LLYADL, TIYAVV  [147]  
CD84***  TIYTYI, TVYSEV  [148] 
CD150**  TIYAQV, TVYASV  [149] 
c‐Kit (SCF‐R)*  YVYIDP  [81] 
EGFR*  AEYLRV  [53, 125] 
Epo‐R*  AEYLRV  [44, 73, 150] 
FcγRIIB*  ITYSLL  [151‐155] 
IL3‐R*  LEYLCL  [84, 156, 157] 
ILT‐2 (MIR‐7)*  VTYAEV, VTYAQL  [86] 
ILT‐3 (LIR‐5)*  VTYAKV, VTYAQL  [158] 
ILT‐5 (LIR‐3)*  VTYAPV, VTYAQL  [158] 
IRp‐60 (IRC‐1)***  LHYANL, VEYSTV, LHYASV  [159]  
KIR 2DL1 (p58, NKAT‐1)***  VTYTQL, IVYTEL  [160, 161] 
KIR 3DL1 (p70, NKB‐1, NKAT‐3)***  VTYAQL, ILYTEL  [162] 
p120ctn*  RGYELL, RIYISL  [126] 
PILRα (FDF03)***  IVYASL, TLYSVL  [163, 164] 
Ros*  LNYMVL, LNYACL  [122] 
SIRPα (SHPS‐1, BIT, MyD‐1, PTPNS1)***  ITYADL, TEYASI, LTYADL  [165, 166] 
* Interaktion mit SHP‐1‐SH2, ** Interaktion mit SHP‐2‐SH2. 
*** Interaktion mit SHP‐1‐SH2 und SHP‐2‐SH2 
 
Eine Vielzahl von Untersuchungen lieferten Hinweise darauf, dass die C‐terminal der Posi‐
tion pY+3 gelegenen Reste einen Einfluss auf  die Spezifität und die Bindungsaffinität  der 
SH2‐Domänen haben. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die C‐terminale Ver‐
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längerung von Peptiden zu einer 2‐fach höheren Bindungsaffinität der SH2‐Domänen von 
SHP‐2 im Vergleich zur minimalen Konsensussequenz führt [142, 167]. 
Einen  beachtlichen  Beitrag  zur  Aufklärung  der  Bindungsspezifitäten  der  N‐  und  C‐
terminalen SH2‐Domänen der PTPs SHP‐1 und SHP‐2 leisteten IMHOF et al. mit dem Scree‐
ning einer kombinatorischen Phosphopeptidbibliothek (AAx1NpYx2Qx3x4x5x6LNBBRM).  Im 
Gegensatz zu den Positionen pY+1 und pY+3, die eine Spezifität für einzelne Aminosäuren 
aufweisen,  sind die Domänen beider Phosphatasen  in pY+4 bis pY+6 weniger  spezifisch 
und selektieren  in diesen Positionen eher Aminosäuregruppen. Dabei konnte eine gene‐
relle Bevorzugung von hydrophoben und/oder basischen Aminsäuren in den Positionen C‐
terminal von pY+3 gefunden werden, wobei bestimmte Motive, wie z. B WYG, WHR oder 
MFP eine sehr starke Sequenzkovarianz besitzen [168]. 
Die N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 bevorzugt große hydrophobe Reste (Trp, Tyr, Phe, Leu oder 
Ile) oder positiv geladene Aminosäuren (Arg, Lys oder His)  in pY+4. Ähnliche Aminosäuren 
werden in Position pY+5 selektiert, wobei hier die positiv geladenen Aminosäuren Arg, Lys 
und His  gegenüber den hydrophoben Resten  Trp,  Tyr, Phe und Pro bevorzugt  sind.  Im 
Vergleich dazu wird in pY+6 eine große Vielzahl von Resten akzeptiert, wobei eine Präfe‐
renz für positiv geladene Reste beschrieben wurde. Eine vergleichbare Spezifität für hyd‐
rophobe aromatische Reste (Trp, Tyr und Phe) wurde für die N‐SH2‐Domäne von SHP‐2 in 
den Positionen pY+4 und pY+5 des Liganden gefunden. In pY+6 werden kleine Reste, wie 
Pro, Gly,  Ala,  Ser  und  Thr  und  basische  Aminosäuren wie  Arg  und His  bevorzugt. Der 
Hauptunterschied beider N‐SH2‐Domänen liegt darin, dass SHP‐2 in den Positionen pY+4 
und pY+5 keine positiv geladenen Reste mit Ausnahme von His selektiert. Dieser Spezifi‐
tätsunterschied ist anhand der Kristallstruktur von SHP‐1 und SHP‐2 zu erklären. Die Aus‐
bildung der Bindungstasche für pY+4 und pY+5 wird durch die α‐Helix B (Taschenboden) 
und den EF‐ und BG‐Schleifen (Taschenwände) realisiert. Die Seitenketten der positiv ge‐
ladenen Aminosäuren Lysin und Arginin können hydrophobe Wechselwirkungen mit der 
Proteinoberfläche ausbilden. Weiterhin können sie mit den negativ geladenen Resten in‐
nerhalb der  SH2‐Domäne  interagieren. Die beschriebenen Motivunterschiede  innerhalb 
der BG‐Schleife (SHP‐1 N‐SH2: LQDRDG; SHP‐2 N‐SH2: LKEKNG) erklären die Präferenz der 
N‐SH2 Domäne von SHP‐1 für Reste wie Arg, Lys oder His [28, 168, 169]. Weiterhin konnte 
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eine  mit  der  SHP‐1  N‐SH2‐Domäne  vergleichbare  Spezifität  für  die  beiden  C‐SH2‐
Domänen gezeigt werden. Die Studie bestätigt, dass die Positionen pY+4 und pY+5 eine 
entscheidende Rolle in der spezifischen Erkennung von Liganden durch die SH2‐Domänen 
der PTPs SHP‐1 und SHP‐2 spielen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass subtile Spezifi‐
tätsunterschiede zwischen den SH2‐Domänen von SHP‐1 und SHP‐2 bestehen.  
 
2.5.3  EFFEKTOREN DER SH2‐INTERAKTIONEN VON SHP‐1 
Die Entwicklung von biologisch aktiven Phosphopeptidanaloga, abgeleitet von physiolo‐
gisch relevanten Interaktionspartnern der SH2‐Domänen,  ist  im Hinblick auf die Modula‐
tion von zellulären Signalwegen von großem Interesse. Die epitheliale Rezeptortyrosinki‐
nase Ros wurde als hochaffiner Bindungspartner der N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 beschrie‐
ben  [122]. Die Sequenz um den Phosphotyrosinrest pY2267  (EGLNpY2267MVL) der RTK Ros 
diente  IMHOF  et  al.  als  Leitstruktur,  um  strukturelle Anforderungen  der N‐SH2‐Domäne 
von SHP‐1 an deren Liganden zu charakterisieren.  
Basierend auf der Konsensussequenzklasse I (LxpY(M/F)x(F/M); M = Nle) wurde die linea‐
re Ros‐Sequenz  in den Positionen pY+1 bis pY+3 modifiziert. Um hochaffine und spezifi‐
sche  Liganden  zu entwickeln, wurde  in einem weiteren  Schritt  versucht, die  Flexibilität 
der linearen Liganden zu reduzieren. Die konformationelle Restriktion erfolgte durch den 
Einbau  nichtproteinogener,  abbaustabiler  Phenylalaninanaloga,  wie  α‐Amino‐β‐
phenylbuttersäure  (Abu(ßPh)),  β‐Phenylserin  (Ser(βPh)  und  Homophenylalanin  (Hfe) 
[170‐173]  sowie  konformationell  eingeschränkter  Aminosäuren,  wie  1,2,3,4‐
Tetrahydroisochinolin‐3‐carbonsäure  (Tic)  [174,  175]  in  die  Positionen  pY+1  und  pY+3 
[176]. Die Substitution des Methioninrestes in Position pY+1 durch hydrophobe, aromati‐
sche Aminosäuren, wie z.B. Phe, L‐threo‐Abu(βPh) und der dem Methionin  isosteren A‐
minosäure Norleucin  (Nle) brachte  im Vergleich  zur  Leitstruktur hochaffine und  stärker 
aktivierende  Liganden  für  die  N‐SH2‐Domäne  von  SHP‐1  hervor.  Der  Einbau  von  L‐
threo/erythro‐Abu(βPh), L‐threo‐Ser(βPh) und Hfe  in pY+3 führte zu ähnlichen Ergebnis‐
sen [177]. 
Weiterhin konnte die  lineare Leitsequenz durch Zyklisierung konformationell fixiert wer‐
den. Die Bindung von Ros pY2267 (EGLNpY2267MVL) an die SH2‐Domäne erfolgt in einer ge‐
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streckten Konformation, wobei die Reste  in den Positionen pY‐2  (Leu), pY+1  (Met) und 
pY+3  (Leu) sowie der Phosphotyrosinrest  in  intensivem Kontakt mit der Proteindomäne 
sind  (Abb. 11)  [141]. Um die an der  Interaktion beteiligten Aminosäuren nicht zu beein‐
flussen, wurden daher die Positionen pY‐1 und pY+2  für den Ringschluss der  zyklischen 
Liganden vorgeschlagen [176]. Die zyklischen Peptide erwiesen sich als hochaffine Ligan‐
den, die jedoch  im Phosphatase‐Aktivitätstest sehr viel geringer aktiv waren als das Leit‐
peptid. Nachfolgende Kompetitionsexperimente zeigten, dass die zyklischen Liganden die 
Ros pY2267‐vermittelte SHP‐1 Aktivierung partiell inhibierten [177]. 
Zur Klärung des  inhibitorischen Verhaltens der  zyklischen  Liganden wurde eine 2. Serie 
von SH2‐Liganden dargestellt. Die Liganden enthielten in den für die Bindung an die SH2‐
Domäne  essentiellen Positionen die  ermittelten optimalen Aminosäurereste.  Im Unter‐
schied zur ersten Serie wurden hierbei hochaffine, superaktivierende SH2‐Liganden gene‐
riert [46]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 11     SHP‐1 N‐SH2‐Domäne im Komplex mit Ros pY2267 (EGLNpY2267MVL) [177]. 
 
Die Aktivierung  von  SHP‐1 erfordert eine effiziente Assoziation  von  Liganden an die N‐
SH2‐Domäne und die Dissoziation der N‐SH2‐Domäne von der katalytischen PTP‐Domäne. 
Der Dissoziation  geht  dabei  eine  Ligand‐induzierte  Konformationsänderung  der N‐SH2‐
Domäne voraus, die vom Bindungsmodus des Liganden (Abb. 12) und den Eigenschaften 
des pY+3 Restes  innerhalb der Peptidsequenz abhängig  ist. Unter Verwendung der ver‐
fügbaren Kristallstrukturen von SHP‐2 konnten in Dockingexperimenten zwei verschiede‐
ne Bindungsmodi für die getesteten Peptide beschrieben werden. Klasse I‐Peptide binden 
dabei die N‐SH2‐Domäne  in einer gekrümmten Konformation, während die Klasse  II  Li‐
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ganden  in einer gestreckten Konformation an die N‐SH2‐Domäne assoziieren (Abb. 12B‐
E). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12  (A) Superpositionierung der N‐SH2‐Domäne von SHP‐2 in Peptid‐gebundener Form (blau,   
  PDB1AYA) und der freien Form (grün, PDB2SHP). Die freie Form entspricht der inaktiven Form  der 
Phosphatase (PTP‐N‐SH2‐Komplex). 
  (B) Peptidbindung im Klasse II‐Bindungsmodus. N‐SH2‐Domäne ist im Peptid‐gebundenen Zu‐
  stand dargestellt. 
  (C) Einlagerung des Liganden (Klasse II) in die freie N‐SH2‐Domäne des inaktiven Enzyms.  
(D) und (E) Darstellung des Klasse I‐Bindungsmodus 
Phosphopeptid und Schleifenregion der N‐SH2‐Domäne (Reste 65‐68) in Van‐der‐Waals 
Darstellung, N‐SH2‐Domäne in Ribbon‐Darstellung [46]. 
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Die  lineare Leitsequenz Ros pY2267    lässt sich den Klasse  II‐Liganden zuordnen. Deren ge‐
streckte Bindungskonformation resultiert in einer Aktivierung der Proteintyrosinphospha‐
tase  (Abb.  11)  [177].  Die  Aktivierung  von  SHP‐1  erfolgt  nur,  wenn  die  pY+3‐
Bindungstasche optimal ausgefüllt wird (Klasse II‐Liganden). Im Fall der zyklischen Klasse 
II‐Superaktivatoren führen die großen und sperrigen Aminosäureseitenketten  in pY+3 zu 
einer optimalen Besetzung der Tasche. Im Gegensatz dazu kommt es bei der Bindung der 
zyklischen  Klasse  I‐Liganden  der  ersten  Serie  nicht  zur  Aktivierung  der  Phosphatase. 
Wahrscheinlich ist der Leucinrest in pY+3 zu kurz, um die für die Dissoziation des N‐SH2‐
PTP‐Komplexes notwendige Konformationsänderung auszulösen [46].  
Neben den Bestrebungen konformationsstabilisierte N‐SH2‐Liganden mit  inhibitorischen 
Eigenschaften zu generieren, sind in der Literatur auch andere Ansätze beschrieben wor‐
den. Eine Art dieser Liganden enthält, z.B. negativ geladene  Phosphonate oder Carboxy‐
late als Phosphotyrosin‐Isostere, die  sich nachteilig auf die Membranpermeabilität aus‐
wirken. Ein spezifischeres Verhalten verbunden mit einem verbesserten Penetrationsver‐
halten weisen die von PARK et al. beschriebenen Peptidylaldehyde auf. Sie stellen kovalen‐
te Effektoren von SHP‐1 dar, die zur Blockierung der N‐SH2‐Domäne führen. Diese rever‐
siblen „slow binding“‐Effektoren aktivieren die Phosphatase bis 150 µM mit einer halb‐
maximalen Aktivität von ca. 60 µM. Erst  in höheren Konzentrationsbereichen waren die 
Peptidylaldehyde in der Lage SHP‐1 zu inhibieren. Die reduzierte Phosphataseaktivität re‐
sultiert dabei ausschließlich aus der Bindung des Peptidylaldehydes an das aktive Zentrum 
der PTP‐Domäne. Es wird dabei angenommen, dass sich bei der Bindung dieser Art von 
indirekten N‐SH2‐Inhibitoren  an die PTP‐Domäne,  ein  anfänglich nicht‐kovalenter  Imin‐
Komplex ausbildet. Dieser Komplex wandelt sich dann mit dem im katalytischen Zentrum 
verankerten Argininrest  langsam  in  ein  kovalentes  Enamin‐Addukt  um. Die  anfängliche 
Aktivierung  von  SHP‐1  im  geringen Konzentrationsbereich  resultiert dabei  aus der  glei‐
chen Reaktion mit dem konservierten ArgβB5‐Rest innerhalb der N‐SH2‐Domäne [178]. 
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3  ZIELSTELLUNG 
Ziel  der  vorliegenden  Arbeit  ist  es,  einen  Beitrag  zur  Entwicklung  von  Phospho‐
tyrosinliganden der N‐SH2‐Domäne der Proteintyrosinphosphatase SHP‐1  zu  leisten, die 
es erlauben, den Zustand der nativen  Inhibierung von SHP‐1 zu fixieren. Solche  Inhibito‐
ren  helfen,  den Aktivierungsmechanismus  der  Phosphatase  genauer  zu  verstehen,  und 
gleichzeitig stellen sie nützliche Werkzeuge zur Untersuchung entsprechender SHP‐1 ab‐
hängiger Signalwege dar. Die Sequenzen der zu synthetisierenden Phosphopeptide basie‐
ren auf der beschriebenen Konsensussequenzklasse I für die N‐SH2‐Domäne und der Se‐
quenz um den Phosphotyrosinrest pY2267 der epithelialen Rezeptortyrosinkinase Ros, die 
einen hochaffinen, natürlichen Interaktionspartner für SHP‐1 darstellt. 
Neben neuen monovalenten Liganden (Abb. 13A) für die N‐SH2‐Domäne (Motiv I) sollten 
auch erstmals bivalente Phosphopeptidliganden generiert werden (Abb 13B), die sowohl 
an die N‐SH2‐Domäne als auch an die PTP‐Domäne (Moitv II) assoziieren sollten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13  Vorschläge für (A) monovalente und (B) bivalente Modulatoren der Enzymaktivität von SHP‐1. 
        = monovalenter Ligand (Motiv I),             = bivalenter Ligand (Motiv I + II),     = SHP‐1 Substrat. 
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Zusätzlich zu den durch Zyklisierung konformationsstabilisierten bivalenten Liganden, soll‐
ten bivalente,  lineare Peptide gewonnen werden. Anhand dieser Strukturen sollte über‐
prüft werden, ob eine N‐terminale Sequenzverkürzung um die  für die Erkennung der N‐
SH2‐Domäne wichtige Position pY‐2 durch die  in der Literatur beschriebene C‐terminale 
Sequenzerweiterung kompensiert werden kann. Anhand ihrer biologischen Testung sollen 
Aussagen über deren Fähigkeit, die SHP‐1 Aktivität  zu  stimulieren und deren Bindungs‐
verhalten gegenüber der N‐SH2‐Domäne bzw. des N‐SH2/PTP‐Komplexes getroffen wer‐
den. Die Stimulation der Phosphataseaktivität durch die synthetisierten N‐terminal freien 
Liganden sollte durch Umsetzung von p‐NPP zu p‐Nitrophenolat spektrophototometrisch 
bestimmt  werden.  Die  Ermittlung  der  Bindungsaffinitäten  der  Phosphopeptidliganden 
über  Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie  sollte  unter  Verwendung  von  N‐
terminal biotinylierten Liganden erfolgen. Mit Hilfe von Dockingexperimenten sollte ab‐
schließend ein Bindungsmodus  für die  jeweiligen  Liganden  in Anlehnung an die experi‐
mentellen Befunde ermittelt werden. 
 
Im zweiten Teil der Arbeit sollte erstmals ein über N‐Rückgrat‐Seitenketten‐Zyklisierung 
konformationell eingeschränkter Ligand EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2 
generiert werden. Dieser Ligand resultierte aus Molecular Modelling Studien, die in Folge 
von Dockingexperimenten mit Peptiden vorangegangener Serien durchgeführt wurden. In 
einer  Reihe  von  Publikationen  ist  die  Darstellung  von  N‐alkylierten  Aminosäuren  be‐
schrieben, allerdings nicht die eines phosphorylierten N‐funktionalisierten Bausteins, über 
den die Zyklisierung gewährleistet werden soll. Zunächst sollte für die Darstellung des Li‐
ganden die Einführung der Phosphatgruppe anhand einer Modellsequenz (LNYMVL‐NH2) 
durchgeführt werden. Begleitend dazu folgen Versuche zum Einbau eines phosphorylier‐
ten bzw. unphosphorylierten N‐funktionalisierten Tyrosinbausteins in die Ros pY2267 abge‐
leitete  Zielsequenz.  Eine  Kombination  aus  den  Ergebnissen  dieser  Experimente  sollte 
letztendlich zur Generierung des gewünschten N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen Ligan‐
den  führen  und  Synthesewege  zu  N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen  Phosphopeptidli‐
ganden aufzeigen. 
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4  MATERIALIEN UND METHODEN 
4.1  MATERIALIEN 
4.1.1  CHEMIKALIEN UND LÖSUNGSMITTEL 
Festphasenpeptidsynthese/Phosphorylierung 
Die  Lösungsmittel Diethylether, Dichlormethan  und  Tetrahydrofuran wurden  nach  den 
allgemein  üblichen Methoden  getrocknet  und  frisch  destilliert  eingesetzt. Die  Verwen‐
dung von N,N‐Dimethylformamid erfolgte nach Vortrocknung über Molsieb A4 und Destil‐
lation über Phthalsäureanhydrid. Bei der Festphasenpeptidsynthese wurden die nachfol‐
gend aufgelisteten Substanzen genutzt: 
 
Chemikalien  Firma 
Acetanhydrid  Fluka 
(+)Biotin  Fluka 
(Boc)2O  Fluka 
tert‐Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS‐Cl)  Sigma‐Aldrich 
tert‐Butylhydroperoxid (t‐BuOOH)  Sigma‐Aldrich 
m‐Chlorperoxybenzoesäure (mCPBA)  Sigma‐Aldrich 
DCM  Mineralöle Albert 
DIEA  Fluka 
Diethylether  Mineralöle Albert 
Di‐tert‐butyl‐N,N‐diethylphosphoramidit      Sigma‐Aldrich 
DMF  Mineralöle Albert 
HBTU  IRIS Biotech 
HCl  Roth 
HOBt  IRIS Biotech 
Morpholin  Fluka 
N‐Methylimidazol  Fluka 
Natriumdisulfit (Na2S2O5)  Sigma‐Aldrich 
Pd0(PPh3)4  Lancaster 
Piperidin  IRIS Biotech 
PyBOP  Novabiochem 
TBTU  Novabiochem 
tert‐Butanol  Fluka 
1H‐Tetrazol  Sigma‐Aldrich 
TFA  VWR 
TFFH  IRIS Biotech 
TIPS  Fluka 
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Syntheseharz und Aminosäurederivate  Firma 
Rink‐Amid‐MBHA‐Harz  Novabiochem 
Fmoc‐Ala‐OH, Fmoc‐Asn(Trt)‐OH, 
Fmoc‐Glu(OtBu)‐OH, Fmoc‐Gly‐OH, 
Fmoc‐Leu‐OH, Fmoc‐Met‐OH, 
Fmoc‐Phe‐OH, Fmoc‐Pro‐OH, 
Fmoc‐Val‐OH 
Orpegen 
Fmoc‐Nle‐OH, Fmoc‐Tyr(PO3H2)‐OH, 
Fmoc‐Tyr(PO(OBzl)OH)‐OH   
Novabiochem 
Fmoc‐Lys(Alloc)‐OH, Fmoc‐Asp(OAll)‐OH Bachem
Fmoc‐Ado‐OH   NeoMPS 
 
Peptidanalytik und ‐charakterisierung 
HPLC  Firma 
Acetonitril, Wasser  VWR 
Massenspektrometrie   
α‐Cyano‐hydroxyzimtsäure  Fluka 
Dünnschichtchromatographie   
Pyridin, Essigester, Eisessig  Fluka 
Chloroform, Methanol, Wasser, n‐Butanol  VWR 
Aminosäureanalyse   
Fertigpuffer, Ninhydrin, Reagenzien,                     Laborservice Onken  
Aminosäurestandard   
Säulenchromatographie   
Kieselgel 60 (0,040‐0,063 mm)  Merck 
 
Analyse der GST‐Fusionsproteine 
Chemikalien  Firma 
SDS  AppliChem 
Polyacrylamid  Roth 
Ammoniumperoxodisulfat (APS)  Roth 
1,2‐Bis(dimethylamino)‐ethan (TEMED)  Roth 
PageRuler™ Protein Ladder  Fermentas 
 
Konzentrationsbestimmungen 
Chemikalien  Firma 
Biomol Green Reagenz  Biomol 
Phosphat Standard  Biomol 
Roti®‐Nanoquant  Roth 
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Expression und Aufreinigung von GST‐Fusionsproteinen 
Proteaseinhibitoren  Firma 
Aprotinin, Pefabloc  Roth 
Pepstatin  AppliChem 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)  Sigma‐Aldrich 
Antibiotika   
Chloramphenicol  Roth 
Ampicillin  AppliChem 
weitere Chemikalien   
Dansyl‐Glu‐Gly‐Arg‐Chlormethylketon  Calbiochem 
Dithiothreitol (DTT)  AppliChem 
DNAse I  AppliChem 
Ethylendiamin‐tetraessigsäure (EDTA)  AppliChem 
Ethylenglykol‐bis‐(2‐aminoethyl)‐tetraessigsäure  
(EGTA) 
Roth 
Faktor Xa  New England Biolabs 
Glutathion Sepharose™ 4B  GE Healthcare 
Glutathion, reduziert (GSH)  Sigma‐Aldrich 
Glycerol  Roth 
Isopropylthiogalaktosid (IPTG)  AppliChem 
LB‐Medium  AppliChem 
Lysozym  Roth 
Triton X‐100  Roth 
 
4.1.2  PUFFER 
Expression und Aufreinigung von GST‐Fusionsproteinen 
Lysepuffer (PBS), pH 7,3        140 mM NaCl 
              2,7 mM KCl 
              10 mM Na2HPO4   
              1,8 mM KH2PO4 
              10 mM DTT 
 
+ Proteaseinhibitoren        2 µg/ml Aprotinin 
              1 µg/ml Pepstatin 
              100 µg/ml Pefabloc 
              1 mM PMSF 
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Elutionspuffer I, pH 8         50 mM Tris 
              100 mM NaCl 
              10 mM DTT   
 
Elutionspuffer II, pH 8        Elutionspuffer I 
              20 mM GSH   
 
Faktor Xa Puffer, pH 8        50 mM Tris 
100 mM NaCl 
2 mM CaCl2 
 
Analyse der GST‐Fusionsproteine 
Trenngelpuffer, pH 8,8        2 M Tris‐HCl   
   
Obergelpuffer, pH 6,8          0,5 M Tris‐HCl    
   
6 x Protein‐Ladepuffer        3 ml 20 % SDS 
              3 ml ß‐Mercaptoethanol 
              4 ml Glycerol 
 
Laufpuffer, (1 l)          3,03 g Tris 
              15,4 g Glycin 
              5 ml 20 % SDS 
 
Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie 
 
Aktivitätstest‐Puffer, pH 7,4        100 mM HEPES 
              150 mM NaCl 
              1 mM EDTA (pH 8) 
              10 mM DTT   
 
Biacore‐Laufpuffer, pH 7,4        10 mM Hepes  
              150 mM NaCl 
              3,4 mM EDTA (pH 8)     
              0,005 % Tween 20 
 
Regenerationspuffer, pH 7,4        Biacore‐Laufpuffer 
              0,1 % SDS 
 
Konditionierungslösung        1 M NaCl in 50 mM NaOH 
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4.1.3  BAKTERIENSTÄMME 
BL21(DE3)pLysS   zur Expression rekombinanter GST‐Fusionsproteine (Stratagene) 
 
4.1.4  PLASMIDE 
Die Plasmide wurden von der AG Molekulare Zellbiologie  (Zentrum  für Molekulare Bio‐
medizin, Jena) zur Verfügung gestellt. 
 
pGEX‐5X‐1‐SHP‐1  E. coli Expressionsvektor zur Herstellung von GST‐SHP‐1  
(epitheliale Form) 
 
pGEX‐5X‐1‐SH2‐N  E. coli Expressionsvektor zur Herstellung von GST‐N‐SH2 (SHP‐1) 
      (Aminosäuren 1‐104) 
 
4.2.  METHODEN 
4.2.1  FESTPHASENPEPTIDSYNTHESE 
4.2.1.1  DARSTELLUNG DER LINEAREN PEPTIDE  
Die manuelle Festphasensynthese der Peptide erfolgte nach der Fmoc‐Strategie an einem 
polymeren Träger in Polypropylenspritzen mit Fritten (Intavis). Als polymerer Träger dien‐
te Rink‐Amid‐MBHA‐Harz mit einer Beladung von 0,64 mmol/g. Die Abspaltung der Fmoc‐
Schutzgruppe wurde durch eine 20%ige Piperidin/DMF‐Lösung (1. 5 min, 2. 15 min) reali‐
siert. Nach 20‐minütigem Quellen des Harzes in DMF erfolgte die Zugabe einer Lösung aus 
der zu koppelnden Fmoc‐Aminosäure  (4 equiv.), HBTU bzw. TBTU  (4 equiv.), HOBt  (4 e‐
quiv.), sowie DIEA (8 equiv.) in DMF. Aus Kostengründen wurde bei der Kopplung des 
Fmoc‐Tyr(PO3H2)‐OH‐Bausteins mit 2‐fachem Überschuss an Aminosäure und Kopplungs‐
reagenzien  gearbeitet.  Die  Base wurde  in  6‐fachem Überschuss  zugegeben.  Die  Kopp‐
lungszeit betrug 1h. Die Kopplungsprozedur wurde zum Erreichen einer maximalen Kopp‐
lungseffizienz wiederholt. Überschüssige Reagenzien und Nebenprodukte wurden durch 
intensives Waschen mit DMF (5‐7 x) und DCM (3 x) nach  jedem Abspaltungs‐ und Kopp‐
lungsschritt entfernt. Die Menge des bei der Fmoc‐Abspaltung entstandenen Dibenzoful‐
ven‐Piperidin‐Addukts wurde spektralphotometrisch bei 301 nm ermittelt. Die gemessene 
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Extinktion ist ein Maß für die Kopplungseffizienz und lässt die Berechnung der Kopplungs‐
ausbeute zu.  Im Anschluss an die Kopplung der  letzten Aminosäure erfolgte ein gründli‐
ches Waschen des Harzes mittels DMF und DCM sowie die Trocknung. Im Anschluss daran 
wurde das Harz aufgeteilt, um die Peptide  in  ihrer N‐terminal  freien bzw. biotinylierten 
Form zu erhalten.  
 
I.  N‐terminal freie, lineare Liganden 
Die Abspaltung der N‐terminalen Fmoc‐Schutzgruppe wurde unter Verwendung von 20% 
Piperidin/DMF realisiert. Im Anschluss wurde das Harz gründlich gewaschen (5 x DMF, 3 x 
DCM) und getrocknet. 
Ausbeuten: 45‐76% (Rohprodukt) 
 
II.  N‐terminal biotinylierte, lineare Liganden 
Vor der Biotin‐Modifizierung der Peptide wurde ein Linker durch die Kopplung von Fmoc‐
Ado an den freien N‐Terminus der Sequenz eingebracht, anschließend erfolgte die Kopp‐
lung von Biotin. Bei der Kondensation von Fmoc‐Ado (2 equiv.) wurde mit einem 2‐fachen 
Überschuss an HBTU, HOBt und 4‐fachen Überschuss an Base gearbeitet. Zur Biotinylie‐
rung wurden PyBOP (4 equiv.) und DIEA (8 equiv.) verwendet. Die Kopplungszeiten betru‐
gen jeweils 2 x 1 h. Zur Abspaltung der Peptidsequenz vom Harz, sowie der Seitenketten‐
schutzgruppen (Trityl (Asn), tert‐Butyl (Glu)) wurden TIPS (2,5%), Wasser (2,5%) und TFA 
(95%) direkt auf das getrocknete Harz gegeben. Der Ansatz wurde für 3 h bei Raumtem‐
peratur auf einem Schüttler belassen. 
Im Anschluss wurde die Probe  in kalten Diethylether filtriert und das Harz mehrfach mit 
95% TFA/Wasser gewaschen. Das gefällte Peptid wurde abzentrifugiert und das entstan‐
dene  Pellet mit  kalten  Diethylether  resuspendiert.  Dieser Waschschritt wurde  dreimal 
wiederholt. Abschließend wurde das Peptid aus 80%igem tert‐Butanol lyophilisiert. 
 
4.2.1.2  DARSTELLUNG DER ZYKLISCHEN PEPTIDE 
Die Synthese der zyklischen Peptide wurde an Rink‐Amid‐MBHA‐Harz mit einer Ausgangs‐
beladung von 0,54 mmol/g durchgeführt. Der Syntheseverlauf der linearen Peptidsequen‐
zen erfolgte dabei analog wie im Kapitel 4.2.1.1 beschrieben. Zur Realisierung der Zyklisie‐
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rung wurden die orthogonal geschützten Aminosäurebausteine Fmoc‐Asp(OAll)‐OH und 
Fmoc‐Lys(Alloc)‐OH  in  die  lineare  Sequenz  eingebaut.  Der  Einbau  des monobenzylge‐
schützten  Phosphotyrosinbausteins  (Fmoc‐Tyr(PO(OBzl)OH)‐OH)  in  die wachsende  Pep‐
tidkette  erfolgte  unter  Verwendung  eines  2‐fachen  Überschusses  an  Aminosäure  mit 
HBTU  (2 equiv.), HOBt  (2 equiv.) und DIEA  (6 equiv.). Zur Modifizierung des N‐Terminus 
wurde das getrocknete Harz geteilt. 
 
I.  N‐terminal freie, zyklische Liganden 
Nach  finaler Abspaltung der N‐terminalen Fmoc‐Schutzgruppe erfolgte der Einbau einer 
Boc‐Schutzgruppe. Dazu wurde (Boc)2O (5 equiv.) nach Aktivierung mit DIEA (10 equiv.) in 
DMF für 2 h inkubiert [176]. 
Ausbeuten: 36‐41% (Rohprodukt) 
 
II.  N‐terminal biotinylierte, zyklische Liganden 
Die Biotinylierung des N‐Terminus wurde analog der  linearen Liganden,   wie  im Kapitel 
4.2.1.1 beschrieben, durchgeführt. 
Die Abspaltung der Allylester‐ und Alloc‐Gruppen wurde unter Schutzgas  (Argon) durch‐
geführt.  Dabei  wurde  eine  Abspaltlösung  aus  DMF,  THF,  0,5  N  HCl,  Morpholin 
(1:1:0,5:0,45) und einer Spatelspitze Pd0(PPh3)4 verwendet [179]. Die Zyklisierung erfolgte 
unter Verwendung von PyBOP  (6 equiv.) und DIEA  (12 equiv.)  für 3 h  [176]. Die Abspal‐
tung  des  Peptides  vom  Harz,  sowie  der  Seitenkettenschutzgruppen  wurde  wie  unter 
4.2.1.1 beschrieben durchgeführt, wobei die Abspaltungszeit 5‐6 h betrug [66]. 
                      
4.2.1.3  DARSTELLUNG DES RÜCKGRAT‐SEITENKETTEN‐ZYKLISCHEN PEPTIDES 
I.  Peptidsynthese 
Die Synthese des Peptides erfolgte analog der unter 4.2.1.2 beschriebenen Methode, wo‐
bei ausgewählte Kopplungsschritte unter Verwendung von TFFH (2eq.), Fmoc‐Aminosäure 
(2 eq.) und DIEA (4 eq.), mit einer Voraktivierungszeit von 12 min durchgeführt wurden. 
Notwendige  Capping‐Schritte  erfolgten  durch  den  Einsatz  von  Acetanhydrid:N‐
Methylimidazol:DMF (1:2:3) für 30 min. Die finale Abspaltung des Peptides vom polyme‐
ren Träger erfolgte wie unter 4.2.1.1 beschrieben. 
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II.  Peptidphosphorylierung in Lösung 
Das zu phosphorylierende Peptid (46 mg, 0,06 mmol) und das Phosphorylierungsreagenz 
Di‐tert‐butyl‐N,N‐diethylphosphoramidit  (20 µl,  0,07 mmol) wurden  in  1 ml  THF  gelöst 
und 1H‐Tetrazol (15,1 mg, 0,216 mmol) hinzugegeben. Nach 15 min (20 °C) wurde die Lö‐
sung  auf  ‐40  °C  abgekühlt.  Anschließend  wurde  eine  Mischung  aus  m‐
Chlorperoxybenzoesäure* (18,1 mg, 0,11 mmol) und DCM (150 µl) hinzugefügt. Der Reak‐
tionsansatz wurde für 15 min bei 20 °C gerührt. Danach wurden 10% Na2S2O5 (602 µl) und 
Diethylether (3 ml) hinzugegeben. Die Lösung wurde in Diethylether aufgenommen und je 
2  x mit  10% NaHCO3  und  gesättigter NaCl‐Lösung  gewaschen,  über Na2SO4  getrocknet 
und am Rotationsverdampfer vollständig eingeengt. 
* Anstelle von m‐Chlorperoxybenzoesäure wurde in ausgewählten Experimenten eine Mi‐
schung  aus  tert‐Butylhydroperoxid  (25 µl,  3 M  in  Toluen)  in DCM  verwendet. Die Um‐
wandlung von oxidierten Methionen erfolgte wie in der Literatur beschrieben [180]. 
 
III.  Peptidphosphorylierung an der festen Phase 
Die Phosphorylierung an der festen Phase erfolgte unter Verwendung von 50 mg harzge‐
bundenem  Peptid,  1H‐Tetrazol  (32,5  mg,  0,46  mmol)  und  Di‐tert‐butyl‐N,N‐
diethylphosphoramidit (43 ml, 0,15 mmol) in 2 ml DCM. Die Inkubation (30 min) erfolgte 
in einem Filterreaktionsgefäß bei Raumtemperatur. Anschließend wurde die Lösung ent‐
fernt und m‐Chlorperoxybenzoesäure* (39,7 mg, 0,23 mmol) gelöst in 1 ml DCM hinzuge‐
geben. Nach einer  Inkubationszeit von 15 min  (Raumtemperatur) wurde das Harz 3 x 2 
min mit DCM gewaschen und anschließend lyophilisiert. 
* Anstelle von m‐Chlorperoxybenzoesäure wurde in ausgewählten Experimenten eine Mi‐
schung  aus  tert‐Butylhydroperoxid  (53 µl,  3 M  in  Toluen)  in DCM  verwendet. Die Um‐
wandlung von oxidierten Methionen erfolgte wie in der Literatur beschrieben [180]. 
 
IV.  Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr‐OH 
Die  Generierung  von  NH[(CH2)3NHAlloc]Tyr‐OH  sowie  die  Einführung  der  Fmoc‐
Schutzgruppe erfolgte wie in der Literatur beschrieben [181, 182]. 
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V.  Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr(PO3But2)‐OH 
Zu einer Lösung aus Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr‐OH (0,5 g, 0,92 mmol) und trockenem THF  
wurden DIEA (0,16 ml, 0,92 mmol) und tert‐Butyldimethylsilylchlorid (0,17 g, 1,10 mmol) 
hinzugefügt. Der Reaktionsansatz wurde für 4 h bei Raumtemperatur gerührt. Zu diesem 
Ansatz  wurden  1H‐Tetrazol  (0,19  g,  2,76  mmol)  und  Di‐tert‐butyl‐N,N‐
diethylphosphoramidit (0,28 g, 1,10 mmol) in trockenem THF hinzugegeben und für wei‐
tere 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde tert‐Butylhydroperoxid (0,50 
ml, 3 M in Toluen) zugesetzt. Nach 20 min wurden die Lösungsmittel entfernt, der Rück‐
stand in 150 ml Ethylacetat aufgenommen und je 3 x mit 5% KHSO4 und gesättigter NaCl‐
Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer vollständig ein‐
geengt. Das Rohprodukt wurde über eine Kieselgelsäule mit Chloroform/Metanol aufge‐
reinigt. 
 
4.2.2  AUFREINIGUNG UND CHARAKTERISIERUNG DER PEPTIDE 
4.2.2.1  SEMIPRÄPARATIVE HPLC 
Die Aufreinigung der Rohprodukte erfolgte an einer LC 8A‐Anlage der Firma SHIMADZU. 
Diese Anlage ist ausgestattet mit einer Eurospher 100‐Säule der Firma KNAUER (C18, 250 
x 32 mm, 5 µm Korngröße, 100 Å Porengröße). Unter folgenden Bedingungen wurde die 
Trennung durchgeführt. 
 
Eluent A:  0,1% TFA in Wasser 
Eluent B:  0,1% TFA in 90% Acetonitril/Wasser 
Flussrate:  10 ml/min 
Detektion:  220 nm 
Gradient :  15‐65% Eluent B/120` für die Darstellung des N‐Rückgrat‐Seitenketten‐ 
    zyklischen Peptides. Für alle anderen Peptide: siehe Tabelle 3 
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Tabelle 3:     Gradienten der semipräparativen Trennung. 
 
Peptid  Freie Form  Biotinylierte Form 
2  20‐70% Eluent B/120`  25‐75% Eluent B/120` 
3  30‐80% Eluent B/120`  * 
4  15‐65% Eluent B/120`  * 
5  20‐70% Eluent B/120`  * 
6  20‐70% Eluent B/120`  * 
7  25‐75% Eluent B/120`  25‐75% Eluent B/120` 
8  25‐75% Eluent B/120`  25‐75% Eluent B/120` 
9  25‐75% Eluent B/120`  * 
10  30‐80% Eluent B/120`  30‐80% Eluent B/120` 
* Peptide wurden aufgrund geringer Ausbeuten / Bedarf analytisch getrennt;  
   Eluent A: 0,1% TFA in Wasser, Eluent B: 0,1% TFA in 90% Acetonitril; (10‐50% Eluent B/40`). 
 
4.2.2.2  ANALYTISCHE HPLC 
Die  Analyse  der  Peptide  bzw.  Aufreinigung  (Tab.  3) mittels  HPLC  erfolgte  an  einer  LC 
10AT‐Anlage der Firma SHIMADZU, die mit einer Vydac 218TP‐Säule (25 x 4,6 mm, 300 Å 
Porengröße, 5  μm Korngröße) ausgestattet war. Zur Charakterisierung der Proben wur‐
den folgende Bedingungen gewählt: 
 
Eluent A:  0,1% TFA in Wasser 
Eluent B:  0,1% TFA in Acetonitril 
Flussrate:  1 ml/min 
Detektion:  220 nm 
Gradient :  10‐50% Eluent B/40`, * 20‐80% EluentB/60`, ** 10‐60% EluentB/50` 
 
*  verwendete  Methode  zur  Analyse  der  synthetisierten  Blöcke  Fmoc‐
N[(CH2)3NHAlloc]Tyr‐OH und Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr(PO3But2)‐OH 
** verwendete Methode zur Analyse der unter 4.2.1.3 synthetisierten Peptide 
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4.2.2.3  MASSENSPEKTROMETRIE 
Die Analyse erfolgte an einem Laser‐Tec Research Massenspektrometer der Firma Persep‐
tive  Biosystems  als  Flugzeitspektren  (MALDI‐TOF).  Als  Matrix  wurde  α‐Cyano‐
hydroxyzimtsäure und als Lösungsmittel 0,1% TFA in Acetonitril/Wasser (1:1) verwendet.  
 
4.2.2.4  DÜNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE 
Für  diese  Analysen wurden DC‐HPTLC‐Platten  Kieselgel  60  F254  (Schichtdicke  0,25 mm, 
Merck; System 1, 3)   sowie  DC‐RP‐HPTLC‐Platten  Kieselgel  60  F254  (Schichtdicke  0,25 
mm, Merck; System 2) genutzt.  
 
Folgende Lösungsmittelsysteme wurden verwendet: 
System 1:  Pyridin/Essigester/Eisessig/Wasser (5:5:1:3) 
System 2:  Acetonitril/Wasser (1:1) 
System 3:  n‐Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:1) 
System 4:  Chloroform/Methanol (9:1) 
System 5:  n‐Butanol/Eisessig/Wasser (48:18:24) 
 
4.2.2.5  AMINOSÄUREANALYSE 
Die Aminosäureanalyse der Peptide erfolgte mittels Aminosäureanalysator LC 3000  (Ep‐
pendorf‐Biotronik). Die lyophilisierte Probe (50 µl) wurde dazu mit 6 N HCl (1 ml) versetzt 
und bei 110°C  für 24 Stunden hydrolysiert. Anschließend wurde die Salzsäure an einem 
SpeedVac System  (Savant) entfernt. Die Probe wurde nachfolgend mit Wasser  (2 x  je 1 
ml) gewaschen und in 500 µl Acetatpuffer aufgenommen.  
Die Detektion erfolgte nach Derivatisierung mit Ninhydrin bei 570 nm und 440 nm. Die 
Konzentrationen  der  einzelnen  Aminosäuren wurden  anhand  der  integrierten  Peakflä‐
chen verglichen mit denen eines Aminosäurestandards bestimmt. 
 
4.2.3  EXPRESSION UND AUFREINIGUNG DER GST‐N‐SH2‐DOMÄNE IN E .COLI 
Die Transformation des E. coli Stammes BL21(DE3)pLysS und die Expression der N‐SH2‐ 
Domäne von SHP‐1 als rekombinantes GST‐Fusionsprotein erfolgten im Rahmen der Pro‐
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motionsarbeit von Dr. Kornelia Hampel / AG Imhof. Die bei ‐80°C gelagerten Bakterienpel‐
lets standen zur weiteren Verwendung zur Verfügung. 
 
4.2.3.1  BAKTERIENLYSE 
10 g Bakterienpellet wurden  in 100 ml Lysepuffer (+ Proteaseinhibitoren) resuspendiert. 
Anschließend wurde die Zellsuspension zunächst mit DNAse  I  (0,1 mg/ml) und 100 mM 
MgSO4 für 20 min und anschließend mit 5 mM EGTA und EDTA für 5 min bei Raumtempe‐
ratur inkubiert. Um eine optimale Zelllyse der Bakterienkultur zu erreichen wurde die auf 
Eis gelagerte Probe dreimal für 5 s sonifiziert (70% Power, Digital Sonifier W‐250 D, Bran‐
son). Die unlöslichen Bestandteile wurden für 40 min bei 4°C und 20.000 rpm abzentrifu‐
giert. 
 
4.2.3.2  PROTEINREINIGUNG MITTELS AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE UND GELFILTRATION 
Die  affinitätschromatographische  Aufreinigung  der  GST‐N‐SH2‐Domäne  erfolgte  unter 
Verwendung des Äkta Prime Systems (GE Healthcare), ausgestattet mit einer GSTrap™ FF‐
Säule (5 ml). Die Probe wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min auf die mit Lysepuffer e‐
quilibrierte Säule aufgetragen. Anschließend wurde die Säule mit 50 ml  Lysepuffer  (2,5 
ml/min) gespült und mit 50 ml Elutionspuffer  I (2,5 ml/min) neu equilibriert. Die Elution 
des Proteins erfolgte mittels Elutionspuffer  II  (1 ml/min). Die proteinreichen Fraktionen 
(siehe Kapitel 4.2.6.2) wurden mittels SDS‐PAGE und anschließender Coomassie‐Färbung 
(siehe Kapitel 4.2.5) analysiert und für die folgende Gelfiltration vereinigt. Die Gelfiltrati‐
on wurde mit Hilfe einer Sephacryl™ 16/60 S‐100 High Resolution Säule (GE Healthcare) 
durchgeführt. Die Trennung erfolgte bei einer Flussrate von 0,5 ml/min. Als Eluent diente 
Biacore‐Laufpuffer. Die gewonnenen Fraktionen wurden mittels SDS‐PAGE analysiert (sie‐
he Kapitel 4.2.5) und mit Amicon® Ultra‐15 Zentrifugalfiltern  (Millipore) aufkonzentriert 
(4000 x g, 30 min). 
 
4.2.4  EXPRESSION UND AUFREINIGUNG VON FULL LENGTH SHP‐1 IN E .COLI 
Der  mit  dem  bakteriellen  Expressionsplasmid  pGEX‐5X‐1‐SHP‐1  transformierte  E.  coli 
Stamm BL21(DE3)pLysS lag als Dauerkultur in der AG Imhof vor. 
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4.2.4.1  EXPRESSION DES GST‐SHP‐1‐FUSIONSPROTEIN 
5 ml mit Ampicillin  (100 µg/ml) und Chloramphenicol  (30 µg/ml) versetztes LB‐Medium 
wurden mit transformierten Zellen beimpft. Die Inkubation erfolgte für 16 h bei 37°C auf 
dem Schüttler. Anschließend wurde die Vorkultur in 500 ml mit Antibiotika versetztes LB‐
Medium überführt. Die  Inkubation bei 37 °C erfolgte bis zum Erreichen einer optischen 
Dichte (OD600) von 0,7. Durch Zugabe von IPTG (250 µM) wurde die Expression des GST‐
Fusionsproteins  induziert. Nach  4‐stündigem  Schütteln  bei  Raumtemperatur wurde  die 
Bakteriensuspension für 10 min bei 4°C zentrifugiert (6000 rmp) und über Nacht bei 80°C 
gelagert. Die Resuspension des Pellets erfolgte  in 10 ml  Lysepuffer  (+ Proteaseinhibito‐
ren). Eine erfolgreiche Lyse der Zellen konnte durch Zugabe von Lysozym (0,5 mg/ml, 20 
min bei Raumtemperatur) und einer anschließenden  Inkubation mit Triton X‐100  (0,5% 
v/v, 20 min bei Raumtemperatur) realisiert werden. Eine Klärung der viskosen Probe er‐
folgte durch Zusetzen von DNAse  I  (0,1 mg/ml) und 100 mM MgSO4. Nach Zugabe der 
Komplexbildner EDTA  (5 mM) und EGTA  (5 mM) wurden die  löslichen Zellkomponenten 
der Probe von den unlöslichen mittels Ultrazentrifugation  (30000  rpm, 30 min 4°C) ge‐
trennt.  
 
4.2.4.2  AUFREINIGUNG DES GST‐SHP‐1‐FUSIONSPROTEINS  
Die Aufreinigung des Proteins wurde unter Verwendung von Gluthation Sepharose™ 4B 
bei  4°C  durchgeführt. Die Bindung  von GST‐SHP‐1  erfolgte  nach  Zugabe  von  1 ml Glu‐
tathion  Sepharose™ 4B durch einstündige  Inkubation  (4°C)  auf dem Drehrad. Anschlie‐
ßend wurde die Lösung über eine Poly‐Prep‐Säule  (Bio‐Rad) gegeben. Nach dem Durch‐
lauf der Probe wurden die Matrix und die gebundenen Proteine mit Lysepuffer  (30 ml) 
und Elutionspuffer I (30 ml) gewaschen. Nach Zugabe von Elutionspuffer II (10 ml) wurde 
das Eluat  fraktioniert  (1 ml). Zur Bestimmung des Proteingehaltes der Fraktionen wurde 
der optische Test nach Bradford angewandt (siehe Kapitel 4.2.6.2). Proteinreiche Fraktio‐
nen wurden mit Glycerol (30% v/v) versetzt und bei ‐80°C gelagert. Die Reinheit der Frak‐
tionen wurde mittels SDS‐PAGE und anschließender Coomassie Färbung überprüft (siehe 
Kapitel 4.2.5). 
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4.2.4.3  SPALTUNG DES GST‐TAGS 
Die Proteinlösung wurde unter zweifachem Pufferwechsel (je 1 h) gegen Faktor Xa Puffer 
dialysiert. Die Zugabe der Serinprotease Faktor Xa erfolgte im Verhältnis 1:200. Anschlie‐
ßend wurde die Probe für 16 h bei 4°C auf dem Schüttler inkubiert. Die Proteaseinhibito‐
ren Pefabloc (100 µg/ml) und Dansyl‐Glu‐Gly‐Arg‐Chlormethylketon (0,2 µM) führten zur 
Hemmung der Reaktion. Die Probe wurde unter Verwendung von Glutathion Sepharose™ 
4B aufgereinigt. Das GST‐freie Zielprotein wurde mit Glycerol (30% v/v) versetzt und bei    
‐80°C gelagert. Die Reinheit   wurde mittels SDS‐PAGE und Coomassie Färbung überprüft 
(siehe Kapitel 4.2.5, 4.2.6.2). 
 
4.2.5  ANALYSE DER GST‐FUSIONSPROTEINE MITTEL SDS‐PAGE NACH LÄMMLI 
Zur Charakterisierung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen wurde eine SDS‐
Polyacrylamidgelelektrophorese durchgeführt  [183]. Die Komponenten der Gellösungen 
wurden  vereinigt  (Tab.  4)  und  in  eine  Minigelkammer  gegossen  (mini  VE  Vertical  E‐
lectrophoresis System, Amersham Bioscience). Dazu wurde 1 ml von dem Trenngelansatz 
entnommen  und  als  Dichtungsgel  in  die  Apparatur  gegeben.  Anschließend wurde  das 
Trenngel eingefüllt. Zum Erhalt einer gleichmäßigen Oberfläche wurde dieses mit  Isopro‐
panol überschichtet. Nach der Polymerisierung des Trenngels wurde das Isopropanol ent‐
fernt und die  Sammelgellösung  aufgefüllt. Vor dem Auftragen des Proteinextraktes  auf 
das Sammelgel wurden die Proben in Protein‐Ladepuffer verdünnt und für 5 min bei 95°C 
denaturiert. Zur Abschätzung der Molekulargewichte diente ein definierter Proteinstan‐
dard.  Die  elektrophoretische  Auftrennung  der  Proteine  erfolgte  bei  konstanten  Bedin‐
gungen (20 mA) in Laufpuffer.  
Tabelle 4:     Zusammensetzung der Polyacrylamidgele. 
 
 
Trenngel  7,5%  10%    Sammelgel  4% 
30% Polyacrylamid  2,5 ml  3,3 ml    30% Polyacrylamid  0,66 ml 
Trenngelpuffer  1,9 ml  1,9 ml    Obergelpuffer  1,25 ml 
20% SDS  50 µl  50 µl    20% SDS  25 µl 
Wasser  5,6 ml  4,8 ml    Wasser  3,1 ml 
20% APS  40 µl  40 µl    20% APS  30 µl 
TEMED  4 µl  4 µl    TEMED  2 µl 
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Zur Detektion der Proteinbanden wurden die Gele  in Coomassie‐Färbelösung für 30 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Entfernung des nicht an Protei‐
ne gebundenen Farbstoffes durch mehrmaliges Waschen mit Entfärbelösung. Die Trock‐
nung der Gele erfolgte auf Filterpapier im Vakuum bei ca. 60°C für 2 h. 
 
4.2.6  KONZENTRATIONSBESTIMMUNGEN 
4.2.6.1  MALACHITGRÜNASSAY 
Das bei der Hydrolyse der Phosphotyrosin‐haltigen Peptide  freigesetzte Phosphat  kann 
unter Verwendung von Malachitgrün detektiert werden [184]. Zur Erstellung der Eichkur‐
ve wurde eine Verdünnungsreihe (1:1) des Phosphat‐Standards erstellt (1600 pmol  200 
pmol). Die hydrolysierten Peptidproben wurden entsprechend  ihrer ermittelten Amino‐
säurekonzentration  (siehe Kapitel 4.2.2.5) mit bidestilliertem Wasser verdünnt  (> 2 mM 
 1:10; < 2 mM  1:5). Anschließend wurden 25 µl der verdünnten Peptidlösungen so‐
wie  der  Standardlösungen  mit  100  µl  Malachitgrün‐Reagenz  (Biomol‐Green)  versetzt. 
Nach 25 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 620 nm gemessen 
und die Konzentration an freiem Phosphat anhand der Eichkurve bestimmt.  
 
4.2.6.2  PROTEINBESTIMMUNG NACH BRADFORD 
Die  Proteinbestimmung  nach  Bradford  [185]  erfolgte  unter  Verwendung  der  Roti‐
Nanoquant‐Lösung nach Gebrauchsanweisung. 
 
4.2.7  BIOLOGISCHE TESTUNG 
4.2.7.1  PHOSPHATASE‐AKTIVITÄTSTEST 
Das Vermögen der linearen und zyklischen Liganden die Proteintyrosinphosphatase SHP‐1 
(full  length) zu aktivieren, wurde unter Verwendung von pNPP als Phosphatase‐Substrat 
bestimmt. Dazu wurden verschiedene Peptidkonzentrationen (500, 200, 100, 50, 25 µM) 
im Testansatz (Verdünnung mit Aktivitätstest‐Puffer) hergestellt. Die verdünnten Peptid‐
lösungen (40 µl) wurden in 96‐Well‐Platten vorgelegt und mit 5 µl 100 mM pNPP und 5 µl 
SHP‐1 (80 µg/ml) versetzt. Nach 30‐minütiger Inkubation wurde der Reaktionsansatz mit 
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100 µl 1 M NaOH abgestoppt und bei 405 nm vermessen. Die Angabe der Ergebnisse er‐
folgte relativ zu Ros pY2267 (Extinktion bei 500 µM = 1). 
 
4.2.7.2  OBERFLÄCHENPLASMONRESONANZSPEKTROSKOPIE  
Die Bindungsaffinitäten der Liganden gegenüber der N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 wurden 
mit der Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie (SPR) bestimmt. Die Untersuchungen 
wurden  an  einem mit  Streptavidin  beschichteten  Sensorchip  (SA‐Chip,  GE‐Healthcare) 
über  Oberflächenplasmonresonanz  (Biacore  2000  Gerät;  GE  Healthcare,  Biacore)  bei 
Raumtemperatur  durchgeführt.  Die  Konditionierung  der  Chipoberfläche  erfolgte  durch 
einen dreimaligen Waschvorgang mit der Konditionierungslösung (10 µl, 30 µl/min). Die 
Immobilisierung der biotinylierten Peptide erfolgte durch  Injektion von 0,1 µM Peptidlö‐
sungen (2‐5 µl, 10 ml/min) bis zu einem Level von 50‐75 RU. Dabei erfolgte die Beladung 
beginnend mit Flusszelle 4. Die Flusszelle 1 auf jedem Sensorchip diente als Referenzzelle 
und wurde nicht mit Peptid beladen. Die Chipoberfläche wurde anschließend mit Biacore‐
Laufpuffer  (30 µl/min) gewaschen. Für die Messung wurden  steigende Konzentrationen 
an GST‐N‐SH2‐Domäne (3,41 ‐ 1000 µM) über den immobilisierten SA‐Chip geleitet (30 µl, 
15 µl/min). Nachfolgend wurde Biacore‐Laufpuffer injiziert, um die  Dissoziation (20 s) des 
Komplexes zu erreichen. Um den Chip zu regenerieren, wurde anschließend mit Regene‐
rationslösung  (10  s, 100 µl/min) gespült.   Nach  jedem Regenerationsschritt erfolgte die 
Equilibrierung des Chips mit Biacore‐Laufpuffer  (30 µl/min). Die Auswertung der Daten 
erfolgte mit der BIAevaluation 2.0  Software. Die Dissoziationskonstanten wurden unter 
Verwendung der steady state Analyse  (RUeq = RUmax *  [GST‐N‐SH2] /  (KD +  [GST‐N‐SH2]) 
ermittelt. 
 
4.2.8  DOCKINGSTUDIEN 
Molecular  Modeling  Studien  aller  Peptid‐N‐SH2‐Komplexe  basieren  auf  der  den  Bin‐
dungsmodus II darstellenden Kristallstruktur PDB1AYA (im Komplex mit VLpYTAV) und auf 
der Kristallstruktur PDB1AYC  im Komplex mit GGpYMAMG  (Bindungsmodus  I)  [30, 169]. 
Dabei  handelt  es  sich  um  die  Kristallstrukturen  der N‐SH2‐Domäne  von  SHP‐2.  Ein  Se‐
quenzvergleich der N‐SH2‐Domänen von SHP‐1 und SHP‐2 zeigte, dass sich beide Proteine 
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nur außerhalb der Region der Peptidbindung unterscheiden. Es wird angenommen, dass 
die Peptidbindungsfurche der N‐SH2‐Domäne von SHP‐2 als Modell  für die Bindungsta‐
sche der N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 dienen kann. Alle Substitutionen und Additionen C‐
terminal  des  gebundenen  Peptides  basieren  auf  den  experimentellen  Koordinaten  des 
Peptidrückgrates des komplexierten Peptides und wurden unter Verwendung des SPDBV 
Molecular Modeling Programms durchgeführt [206]. Die Energieminimierung der Peptid‐
N‐SH2‐Komplexe erfolgte unter Nutzung des Programms Amber [207].  
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5  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
5.1  AUSWAHL DER PHOSPHOPEPTIDLIGANDEN 
In  der  vorliegenden  Arbeit  wurden  neben  den  monovalenten  Phosphopeptidliganden 
erstmals  auch  bivalente  Liganden  für  die N‐SH2‐Domäne  von  SHP‐1  dargestellt. Wobei 
mit dieser Art von Liganden eine Bindung an zwei Proteindomänen beabsichtigt wurde.  
Die  Strukturen  der  Phosphotyrosin‐haltigen  Liganden  basieren  auf  der  Konsensus‐
sequenzklasse  I und der Sequenz der epithelialen Rezeptortyrosinkinase Ros (Ros pY2267, 
(1)). Ros pY2267 stellt einen natürlichen und hochaffinen Interaktionspartner der Proteinty‐
rosinphosphatase SHP‐1 dar (Abb. 15) [122]. 
Es  konnte  gezeigt werden,  dass  die  Bindungseigenschaften  von  SHP‐1 N‐SH2‐Liganden 
durch  die  Aminosäurereste  in  den  Positionen  pY‐2,  pY+1  und  pY+3  bestimmt werden 
[143‐145]. Dabei spielen die Bindungskonformation der Liganden und die Einpassung des 
Restes in pY+3 in die hydrophobe Bindungstasche der N‐SH2‐Domäne eine entscheidende 
Rolle hinsichtlich des Aktivierungsmechanismus von SHP‐1 [46, 176]. Die Leitstruktur Ros 
pY2267  zählt  zu den Klasse  II‐Liganden, die  in einer  gestreckten Konformation  an die N‐
SH2‐Domäne binden und zu einer Aktivierung von SHP‐1 führen (Abb. 12). Im Unterschied 
dazu zeigten zyklische Liganden  (EGLc[K(COCH2NH)pYMX]L‐NH2, X = Glu oder Asp), trotz 
ihrer beachtlichen Affinität  zur N‐SH2‐Domäne ein  reduziertes Potenzial  in der Stimula‐
tion der Phosphataseaktivität [46]. Die Assoziation des zyklischen Liganden an die N‐SH2‐
Domäne findet im Bindungsmodus Klasse I statt (Abb. 12). Die reduzierte Aktivierung der 
Enzymaktivität beruht dabei auf der unzureichenden Besetzung der Bindungstasche  für 
den pY+3‐Rest. 
Zusätzlich  zu  der minimalen  Erkennungssequenz  leisten  die  Aminosäuren  in  pY+4  und 
pY+5 einen beachtlichen Beitrag zur Spezifität der N‐SH2‐Domäne von SHP‐1. Die Bindung 
von Liganden an N‐SH2 wird dabei durch hydrophobe (Trp, Tyr, Phe, Leu, Ile) und positiv 
geladene Reste (His, Arg, Lys) in diesen Positionen im hohen Maße gesteigert. Im Gegen‐
satz dazu wird in pY+6 eine große Vielzahl von Aminosäuren akzeptiert, was auf eine ge‐
ringere Spezifität der N‐SH2‐Domäne gegenüber dieser Position schließen lässt [168]. Die‐
ser Aminosäurerest  ist gegenüber denen  in pY+4 und pY+5 bereits mehr der Umgebung 
ausgesetzt  und  unterhält  demnach  keine  intensiven  Kontakte mit  der  SH2‐Domäne.  In 
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Modellierungsstudien konnte eine Anhäufung von basischen Aminosäuren auf der Ober‐
fläche der PTP‐Domäne  identifiziert werden  (Abb. 14). Dieser Bereich stellt die Kontakt‐
fläche für saure Aminosäuren (Motiv  II)  innerhalb der Ligandsequenz dar. Unter Berück‐
sichtigung dieser vorangestellten Informationen wurden Phosphotyrosin‐haltige Liganden 
synthetisiert, die hinsichtlich  ihrer Fähigkeit die Phosphataseaktivität zu modulieren, un‐
tersucht wurden (Abb. 15).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14     Docking eines bivalenten Liganden an SHP‐1 (Spacefill‐Darstellung)  
   N‐SH2‐Domäne (rot), PTP‐Domäne (orange), Cluster  basischer Aminosäuren (K364, K366, R362;    
                   blau), bivalenter Ligand in Stick‐Darstellung (blau, grün). 
 
Die  Aminosäurereste  pY‐4  bis  pY+3  des  linearen  Phosphopeptidliganden  (4)  sind  bei‐
spielsweise aus der Leitstruktur Ros pY2267 (1) und den Grundkenntnissen aus Vorarbeiten 
abgeleitet [46, 177]. Weiterhin wurden die dazu analogen, N‐terminal verkürzten Peptide 
(5),  (6)  synthetisiert, um  zu überprüfen  inwiefern die C‐terminale Verlängerung der Er‐
kennungssequenz  um  die  Positionen  pY+4  und  pY+5  eine N‐terminale Verkürzung  hin‐
sichtlich der Bindungsaffinität kompensiert. Vor allem mit Hilfe der Verbindung (6) sollte 
ermittelt werden, ob eine „Restbindung“ bestehen bleibt, obwohl eine Determinante der 
Erkennung,  die  Position  pY‐2,  fehlt.  Das  Sequenzmotiv  Nle‐Phe‐Pro  in  den  Positionen 
pY+4  bis  pY+6  repräsentiert  ein  hochaffines  Bindemotiv  für  die  SHP‐1  N‐SH2‐Domäne 
‐1
‐2
0
+1
+2
+3
A+4
P+5P+6 
A+7
E+8
G+9 
E+10K364 
K366
R362
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(Abb. 15) [168]. Dieses Motiv bzw. eine modifizierte Form wurde in die Peptide (2) bis (10) 
eingebaut. Die Modifizierung beruht auf der Ausbildung von Zyklen zwischen den Positio‐
nen pY+2 und pY+4/+6, pY‐1 und pY+2 bzw. pY+1 und pY+3, die zwischen den Aminosäu‐
ren Lys und Asp ausgebildet wurden (Tab. 5). Mit der Modifizierung durch konformatio‐
nelle Einschränkung (Zyklisierung) sollte eine Erhöhung der Bindungsaffinität im Vergleich 
zu Ros pY2267  (1) erzielt werden. Der Einbau der Sequenz Pro‐Ala‐Pro‐Glu‐Glu‐Glu  in die 
Positionen pY+6 bis pY+11  ((4) bis  (10)) sollte die Bindung mit der auf der PTP‐Domäne 
identifizierten basischen Kontaktfläche realisieren (Abb. 14 und 15). Die bivalenten Ligan‐
den (9) und (10) stellen eine C‐terminale Verlängerung der Peptide (2) und (3) dar. Zusätz‐
lich zu diesen Peptiden wurden weitere zyklische Peptide ((7) und (8)) generiert, die sich 
in den am Ringschluss beteiligten Aminosäuren unterscheiden (Tab. 5). Im Unterschied zu 
den von HAMPEL et al. getesteten zyklischen Effektoren, die über die Positionen pY‐1 und 
pY+2 zyklisiert wurden, weisen die zyklischen Liganden dieser Arbeit Änderungen  in der 
Ringposition und in der Ringgröße (14 bis 20 Ringatome) auf (Tab. 5) [46].  
 
Tabelle 5:     Synthetisierte Phosphopeptidliganden (1) bis (10). 
 
Dabei handelt es sich um Zyklen, die sich um die für die Erkennung wichtigen Positionen 
(pY+1 und pY+3) positionieren bzw. diese Positionen integrieren. Darüber sollte u.a. fest‐
gestellt werden, ob ein direktes (8) bzw.  indirektes ((2), (3), (7), (9) und (10)) Involvieren 
Peptid  Sequenz  Ringatome  Ringposition 
1  EGLNpYMVL‐NH2 (Ros pY2267)  ‐  ‐ 
2  EGLNpYMc[KLD]FP‐NH2  14  +2 +4 
3  EGLNpYMc[KLNleFD]‐NH2  20  +2 +6 
4  EGLNpYMVLNleFPAPEEE‐NH2  ‐  ‐ 
5  __LNpYMVLNleFPAPEEE‐NH2  ‐  ‐ 
6  ____pYMVLNleFPAPEEE‐NH2  ‐  ‐ 
7  EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE‐NH2  17  ‐1 +2 
8  EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE‐NH2  14  +1 +3 
9  EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE‐NH2  14  +2 +4 
10  EGLNpYMc[KLNleFD]APEEE‐NH2  20  +2 +6 
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dieser Seitenketten  in den Zyklus Einfluss auf die Assoziation an die N‐SH2‐Domäne hat 
und welcher Art dieser Einfluss ist. 
Die Kombination der inhibitorischen Eigenschaften zyklischer Liganden mit einem hochaf‐
finen Erkennungsmotiv  in den Positionen C‐terminal von pY+3 resultierte  in der Darstel‐
lung der  Liganden  (2) und  (3). Die  Zyklisierung  erfolgte dabei  zwischen den Positionen 
pY+2 und pY+4 (2) bzw. pY+2 und pY+6 (3), um die für die Bindung wichtigen Erkennungs‐
determinanten in pY+1 und pY+3 nicht zu beeinträchtigen. 
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Abb. 15     Strukturherleitung der mono‐ bzw. bivalenten Liganden für SHP‐1. 
     A = ((CH2)3NH), B = (NHCH2CO) 
     * Darstellung des Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen Peptides s. Kapitel 5.5 
 
              ERWEITERTE 
    ERKENNUNGSSEQUENZ 
             pY+4 ‐ pY+5                           pY+6
SHP‐1 N‐SH2 
KONSENSUSSEQUENZKLASSE I 
 LxpY(M/F)x(F/M) 
HOCHAFFINE LEITSEQUENZ 
ROS PY2267 
 EGLNpYMVL-NH2(1) 
MOTIV I  MOTIV II
              LINKER 
 
            pY+7 ‐ pY+8 
MINIMALE  
ERKENNUNGSSEQUENZ 
pY‐2 ‐ pY+3 
PTP‐
BINDEMOTIV
pY+9 ‐ pY+11
BIVALENTE LIGANDEN (MOTIV I + II) 
ZYKLISIERUNG 
SHP‐1 N‐SH2‐AFFINITÄT ? 
SHP‐1 AKTIVIERUNG ? 
MONOVALENTE LIGANDEN (MOTIV I) 
EGLNpYMc[KLD]FP-NH2   (2) 
EGLNpYMc[KLNleFD]-NH2(3) 
EGLNcΨ[CON(A)pYNleE(B)]L-NH2* 
EGLNpYMVLNleFPAPEEE-NH2  (4) 
  LNpYMVLNleFPAPEEE-NH2       (5) 
    pYMVLNleFPAPEEE-NH2       (6) 
EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE-NH2  (7) 
EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE-NH2  (8) 
EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE-NH2    (9) 
EGLNpYMc[KLNleFD]APEEE-NH2 (10) 
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5.2  DARSTELLUNG DER PHOSPHOPEPTIDLIGANDEN 
Für  die  Synthese  von  Peptiden,  deren  Sequenzen  Phosphotyrosin  enthalten  existieren 
zwei Hauptstrategien [186, 187].  
 
(i) Die postsynthetische Phosphorylierung der  freien Hydroxylgruppe unter Verwendung 
von  Phosphorylierungsreagenzien,  wie  Phosphorchloridite,  Phosphorchloridate  und 
Phosphoramidite  und 
(ii) der Einbau von geschützten bzw. ungeschützten Phosphotyrosinbausteinen "building 
blocks", wie Fmoc‐Tyr(PO3H2)‐OH oder Fmoc‐Tyr(PO(OBzl)OH)‐OH (Abb. 16). 
 
Die postsynthetische Phosphorylierung ist für Met/Trp‐haltige Sequenzen limitiert, da der 
methodisch bedingte Oxidationsschritt zu Nebenreaktionen führt. Weiterhin können ste‐
rische  Einschränkungen  infolge  der  Ausbildung  von  Sekundärstrukturen  diese  Art  der 
postsynthetischen Modifikation beschränken [188].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 16     Beispiele für geschützte bzw. ungeschützte Phosphotyrosinbausteine  
   (A) Fmoc‐Tyr(PO3H2)‐OH und (B) Fmoc‐Tyr(PO(OBzl)OH)‐OH. 
 
Bei dem Einsatz von Phosphotyrosinbausteinen kann die ungeschützte bzw. partiell ge‐
schützte  Phosphatgruppe mit  dem  Piperidin  aus  vorangegangenen  Fmoc‐Abspaltungs‐
schritten reagieren, was zur Bildung von Piperidiniumsalzen  führt  (Abb. 17).  Im nachfol‐
(A)  (B)
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genden Schritt  ist die zur Kopplung notwendige Menge an aktivierter Aminosäure redu‐
ziert, was folglich in Fehlsequenzen resultiert. 
 
 
Abb. 17     Bildung von Piperidiniumsalzen [189]. 
 
Es  konnte  gezeigt werden,  dass  diese Nebenreaktion  von  der  verwendeten  Basenkon‐
zentration abhängig ist. Eine Erhöhung der Basenkonzentration vom 2‐fachen Überschuss 
auf den 3‐fachen Überschuss, brachte eine Steigerung der Kopplungseffizienz um ca. 20%. 
Weiterhin  wurde  durch  zusätzliche  Waschschritte  unter  Verwendung  von  1,1  M 
DIEA/DCM und 1 M TFA/DCM eine Erhöhung der Kopplungsausbeute beobachtet  [189, 
190]. 
Die Synthese der  linearen, Phosphotyrosin‐haltigen Peptide der vorliegenden Arbeit er‐
folgte nach der Fmoc‐Strategie unter Verwendung von Rink‐Amid‐MBHA‐Harz mit einer 
Beladung von 0,64 mmol/g (Abb. 18). Der Einbau von Fmoc‐Tyr(PO3H2)‐OH begründet sich 
in den von  IMHOF et al. publizierten Ergebnissen. Hierbei wurde am Beispiel der  linearen 
Leitsequenz Ros pY2267 der Einbau der in Abbildung 15 dargestellten phosphorylierten Ty‐
rosinbausteine  hinsichtlich  Kopplungsausbeute  und  Produktreinheit  getestet.  Für  beide 
Synthesen  wurden  vergleichbare  Ergebnisse  ermittelt.  Ein  weiterer  Vorteil  von  Fmoc‐
Tyr(PO3H2)‐OH gegenüber dem Monobenzyl‐geschützten Phosphotyrosin liegt in der Zeit, 
die für die Abspaltung des Peptides bzw. der Seitenkettenschutzgruppen notwendig ist (s. 
Kapitel 4.2.1.1, 4.2.1.2) [66, 176]. HBTU/HOBt erwiesen sich als geeignete Reagenzien zur 
Kopplung der Fmoc‐Aminosäuren und Fmoc‐8‐Amino‐3,6‐dioxaoctansäure (Fmoc‐Ado). 
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Abb. 18     Syntheseschema zur Darstellung der linearen Phosphopeptide am Beispiel von Ros pY2267 (1). 
 
I)  20% Piperidin/DMF; Fmoc‐AS/HBTU/HOBt (4 equiv.)/DIEA (8 equiv.) 
II)  20% Piperidin/DMF; Fmoc‐pTyr(PO3H2)/HBTU/HOBt (2 equiv.)/DIEA (6 equiv.) 
III)  20% Piperidin/DMF; Fmoc‐AS/HBTU/HOBt (4 equiv.)/DIEA (8 equiv.), Splitten des Harzes 
IV)  20% Piperidin/DMF; 95% TFA, 2,5% TIPS, 2,5% H2O 
V)  20% Piperidin/DMF; Fmoc‐Ado/HBTU/HOBt (2 equiv.)/DIEA (4 equiv.); 20% Piperidin/DMF; Biotin/PyBOP 
(4 equiv.)/DIEA (8 equiv.); 95% TFA, 2,5% TIPS, 2,5% H2O 
 
Für  die  biologische  Testung wurden  die  Peptide  sowohl  in  der N‐terminal  freien  Form 
(Abb. 18, IV) als auch der N‐terminal biotinylierten Form synthetisiert. Für die Kondensa‐
tion  von  Biotin wurde  PyBOP  verwendet  (Abb  18,  V).  Die  zyklischen,  Phosphotyrosin‐
haltigen  Peptide  wurden  unter  Einsatz  des  Monobenzyl‐geschützten  Phosphotyrosin‐
bausteins synthetisiert  [46, 176, 191]. Die Ausbildung der Zyklen wurde dabei über den 
Einbau der Aminosäuren Lys(Alloc)‐OH und Asp(OAll)‐OH erreicht. Als Kopplungsreagen‐
zien  der  Fmoc‐Derivate wurden HBTU  und HOBt  verwendet. Um Nebenreaktionen mit 
dem N‐Terminus während der Zyklisierung zu unterbinden, wurde im Fall der N‐terminal 
freien  Liganden  die  Fmoc‐Schutzgruppe  der  finalen,  linearen  Sequenz  durch  die  Boc‐
Schutzgruppe ersetzt (Abb. 19,  IV) [176].  Im Anschluss an die Abspaltung der Alloc/OAll‐
Schutzgruppen  erfolgte  die  Zyklisierung  der  Sequenzen  unter Nutzung  von  PyBOP  und 
DIEA  (Abb. 19, VI)  [46, 179]. Die Dauer der  finalen Abspaltung der  zyklischen  Liganden 
vom polymeren Träger (Rink‐Amid‐MBHA‐Harz, Beladung 0,54 mmol/g) betrug aufgrund 
der Monobenzylschutzgruppe  am Phosphat mindestens 6 Stunden (Kapitel 4.2.1.2). 
Fmoc
Fmoc‐Met‐Val‐Leu
Fmoc‐pTyr(PO3H2)‐Met‐Val‐Leu
Fmoc‐Glu(OBut)‐Gly‐Leu‐Asn(Trt)‐pTyr(PO3H2)‐Met‐Val‐Leu
H‐Glu‐Gly‐Leu‐Asn‐pTyr(PO3H2)‐Met‐Val‐Leu‐NH2 
Btn‐Ado‐Glu‐Gly‐Leu‐Asn‐pTyr(PO3H2)‐Met‐Val‐Leu‐NH2 
I)
II)
III)
IV) V)
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Abb. 19     Syntheseschema zur Darstellung der zyklischen Phosphopeptide am Beispiel von Peptid (2). 
 
I)  20% Piperidin/DMF; Fmoc‐AS/HBTU/HOBt (4 equiv.)/DIEA (8 equiv.) 
II)  20% Piperidin/DMF; Fmoc‐pTyr(PO(OBzl)OH)/HBTU/HOBt (2 equiv.)/DIEA (6 equiv.) 
III)  20% Piperidin/DMF; Fmoc‐AS/HBTU/HOBt (4 equiv.)/DIEA (8 equiv.), Splitten des Harzes 
IV)  20% Piperidin/DMF; (Boc)2O (5 equiv.)/DIEA (10 equiv.) 
V)  20% Piperidin/DMF; Fmoc‐Ado/HBTU/HOBt (2 equiv.)/DIEA (4 equiv.); 20% Piperidin/DMF; Biotin/PyBOP 
(4 equiv.)/DIEA (8 equiv.) 
VI)   DMF:THF:0,5N HCl:Morpholin (1:1:0,5:0,45)/Pd0(PPh3)4; PyBOP (6 equiv.)/DIEA (12 equiv.) 
VII)  95% TFA, 2,5% TIPS, 2,5% H2O 
 H‐Glu‐Gly‐Leu‐Asn‐pTyr(PO3H2)‐Met‐Lys‐Leu‐Asp‐Phe‐Pro‐NH2 
 Btn‐Ado‐Glu‐Gly‐Leu‐Asn‐pTyr(PO3H2)‐Met‐Lys‐Leu‐Asp‐Phe‐Pro‐NH2 
VI) 
VI) 
III)
Alloc OAll
II)
I)
Fmoc
Fmoc‐Met‐Lys‐Leu‐Asp‐Phe‐Pro
Fmoc‐pTyr‐Met‐Lys‐Leu‐Asp‐Phe‐Pro
Alloc OAllPO(OBzl)OH
IV) V)
Fmoc‐Glu‐Gly‐Leu‐Asn‐pTyr‐Met‐Lys‐Leu‐Asp‐Phe‐Pro
Alloc OAllPO(OBzl)OHTrt  OBut 
 Boc‐Glu‐Gly‐Leu‐Asn‐pTyr‐Met‐Lys‐Leu‐Asp‐Phe‐Pro
Alloc   OAllPO(OBzl)OH Trt   OBut 
 Btn‐Ado‐Glu‐Gly‐Leu‐Asn‐pTyr‐Met‐Lys‐Leu‐Asp‐Phe‐Pro 
Alloc OAllPO(OBzl)OHTrt OBut
 Boc‐Glu‐Gly‐Leu‐Asn‐pTyr‐Met‐Lys‐Leu‐Asp‐Phe‐Pro
PO(OBzl)OH Trt   OBut 
 Btn‐Ado‐Glu‐Gly‐Leu‐Asn‐pTyr‐Met‐Lys‐Leu‐Asp‐Phe‐Pro 
PO(OBzl)OHTrt OBut
VII)
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5.3   CHARAKTERISIERUNG DER PHOSPHOPEPTIDLIGANDEN 
 
Nach der Abspaltung der Peptide vom Harz, wurden die Rohprodukte mittels semipräpa‐
rativer HPLC  aufgereinigt. Die  gereinigten  Peptidfraktionen wurden  unter  Verwendung 
der  analytischen HPLC, Dünnschichtchromatographie  und MALDI‐MS  charakterisiert.  In 
den Tabellen 6 und 7 sind die Retentionszeiten, Rf‐Werte, die theoretischen Molmassen 
sowie die mittels MALDI‐MS gefundenen Molmassen der N‐terminal freien bzw. biotiny‐
lierten Peptide aufgeführt.  
Die Auswertung der durchgeführten Aminosäureanalysen (Kapitel 4.2.2.5) bestätigte den 
theoretischen Aminosäuregehalt der einzelnen Peptide. Weiterhin konnten die Konzent‐
rationen von Peptidlösungen für den Phosphatase‐Aktivitätstest ermittelt werden.  
 
Tabelle 6:     Charakterisierung der N‐terminal freien Phosphopeptidliganden. 
 
Peptid  Peptidsequenz  MW [g/mol] 
theor.          gefunden 
tR 
[min][d] 
Rf1
[e]  Rf2
[f] 
1  EGLNpYMVL   1016,40  1016,80  20,62  0,48  0,48[g] 
2  EGLNpYMc[KLD]FP  1387,54  1388,66[a]  25,88  0,17  0,25 
3  EGLNpYMc[KLNleFD]  1403,58  1426,99[b]  32,05  0,16  0,23 
4  EGLNpYMVLNleFPAPEEE  1930,12  1953,27[b]  30,63  0,17  0,26 
5       LNpYMVLNleFPAPEEE  1743,95  1767,09[b]  29,61  0,16  0,26 
6            pYMVLNleFPAPEEE  1516,68  1539,50[b]  27,37  0,16  0,28 
7  EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE  1942,14  1981,17[c]  31,58  0,16  0,28 
8  EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE  1911,02  1912,66[a]  27,38  0,18  0,26 
9  EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE  1943,09  1982,99[c]  26,83  0,16  0,26 
10  EGLNpYMc[KLNleFD]APEEE  1959,13  1982,57[b]  31,29  0,16  0,28 
[a] [M+H]+, [b] [M+Na]+, [c] [M+K]+; [d] 10‐50% Eluent B in 40 min  
(Eluent A: 0,1% TFA/Wasser, Eluent B: 0,1% TFA/Acetonitril; Flussrate: 1 ml/min; λ=220 nm);  
[e] System 1: Pyridin:Essigester:Eisessig:H2O (5:5:1:3); 
[f] System 2: Acetonitril:Wasser (1:1);  
[g] System 3: n‐Butanol:Essigsäure:Wasser (48:18:24). 
Analytische Daten für Peptid (1) sind aus der Promotionsarbeit  von Dr. K Hampel entnommen [192].  
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Tabelle 7:     Charakterisierung der N‐terminal biotinylierten Phosphopeptidliganden.  
 
 
Peptid  Peptidsequenz  MW [g/mol] 
theor.            gefunden 
tR 
[min][d] 
Rf1
[e]  Rf2
[f] 
1  btn‐Ado‐EGLNpYMVL   1388,8  1427,70[c]  20,62  0,33  0,39[g] 
2  btn‐Ado‐EGLNpYMc[KLD]FP  1759,84  1759,82    27,65  0,18  0,69 
3  btn‐Ado‐EGLNpYMc[KLNleFD]  1775,88  1798,46[b]  33,70  0,15  0,72 
4  btn‐Ado‐EGLNpYMVLNleFPAPEEE  2302,42  2303,40[a]  31,77  0,15  0,72 
5       btn‐Ado‐LNpYMVLNleFPAPEEE  2115,11  2138,35[b]  33,92  0,15  0,72 
6            btn‐Ado‐pYMVLNleFPAPEEE  1887,99  1911,36[b]  30,08  0,15  0,70 
7  btn‐Ado‐EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE  2314,44  2316,92[a]  32,20  0,17  0,69 
8  btn‐Ado‐EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE  2283,72  2321,72[c]  28,76  0,15  0,71 
9  btn‐Ado‐EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE  2315,39  2354,21[c]  26,88  0,14  0,71 
10  btn‐Ado‐EGLNpYMc[KLNleFD]APEEE  2331,43  2332,68[a]  33,56  0,15  0,71 
[a] [M+H]+, [b] [M+Na]+, [c] [M+K]+; [d] 10‐50% Eluent B in 40 min  
(Eluent A: 0,1% TFA/Wasser, Eluent B: 0,1% TFA/Acetonitril; Flussrate: 1 ml/min; λ=220 nm);  
[e] System 1: Pyridin:Essigester:Eisessig:H2O (5:5:1:3); 
[f] System 2: Acetonitril:Wasser (1:1); 
[g] System 3: n‐Butanol:Essigsäure:Wasser (48:18:24). 
Analytische Daten für Peptid (1) sind aus der Promotionsarbeit  von Dr. K Hampel entnommen [192]. 
 
5.4  BIOLOGISCHE TESTUNG 
5.4.1  MODULATION DER PHOSPHATASEAKTIVITÄT VON SHP‐1 
Die Charakterisierung der SHP‐1 N‐SH2‐Liganden  (1) bis  (10) hinsichtlich  ihrer Fähigkeit, 
die Phosphataseaktivität zu stimulieren bzw. zu  inhibieren, erfolgte  in einem Phosphata‐
se‐Aktivitätstest.  Die  Aktivitätsmessung wurde  unter  physiologischen  Bedingungen  (pH 
7,4) durchgeführt. Als Substrat  für die  full  length PTPase wurde p‐Nitrophenylphosphat 
(pNPP) verwendet. Das durch Dephosphorylierung  freiwerdende p‐Nitrophenolat wurde 
als  gelber  Farbstoff  bei  405  nm  photometrisch  bestimmt.  Die  ermittelten  Aktivitäten 
wurden relativ zu Ros pY2267 angegeben (Tab. 8). 
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Tabelle 8:     EC50‐Werte und Dissoziationskonstanten der Phosphopeptidliganden (1) bis (10). 
 
 
Peptide  Peptidsequenz  EC50 (µM)  KD (µM) 
1  EGLNpYMVL  140  1.10 ± 0.07 
2  EGLNpYMc[KLD]FP  12  0.90 ± 0.04 
3  EGLNpYMc[KLNleFD]  272  >70 
4  EGLNpYMVLNleFPAPEEE  43  0.07 ± 0.01 
5       LNpYMVLNleFPAPEEE  35  0.74 ± 0.06 
6            pYMVLNleFPAPEEE  N.A.[a] N.B.[b] 
7  EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE  70  0.12 ± 0.01 
8  EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE  647  0.50 ± 0.09 
9  EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE  144  0.34 ± 0.03 
10  EGLNpYMc[KLNleFD]APEEE  67  0.15 ± 0.01 
[a]N.A, not active; [b]N.B., no binding. 
 
Der Phosphatase‐Aktivitätstest ließ erkennen, dass sich die Phosphopeptidliganden (2) bis 
(10) in drei Gruppen einteilen lassen: 
 
(i)  Liganden, die im Vergleich zu Ros pY2267 (1) stärker aktivierende Effektoren darstellen, 
(ii)  Liganden mit ähnlichem Aktivierungsverhalten verglichen mit Ros pY2267 (1) und  
(iii) Liganden mit inhibitorischem Charakter. 
 
Die Peptide (2) und (3) lassen sich in die Klasse von Liganden einteilen, die in Abhängigkeit 
ihrer Konzentration die SHP‐1 Aktivität effektiver stimulieren als die Leitstruktur  (1).  Im 
Fall des  zyklischen  Liganden  (3)  konnte eine  im Vergleich  zu  (1)  verzögerte Aktivierung 
von SHP‐1 beobachtet werden, was einen 2‐fach höheren EC50‐Wert zur Folge hat. Im Ge‐
gensatz dazu aktivierte Peptid (2) die Phosphatase bereits bei niedrigen Konzentration bis 
100 µM, wobei eine halbmaximale Aktivierung von 12 µM erreicht wurde. Bei Konzentra‐
tionen über 100 µM trat eine Inhibierung von SHP‐1 auf, sodass keine weitere Steigerung 
der maximalen Aktivität ermittelt werden konnte (Tab. 8, Abb. 20). 
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Abb. 20    Modulation der SHP‐1 Aktivität durch die Liganden (2) und (3) im Vergleich zu Ros pY2267 (1). 
 
Dieser Effekt wurde an ausgewählten  Liganden auch  von anderen Arbeitsgruppen beo‐
bachtet  [44]. HAMPEL et al. beschrieben dieses Phänomen  für die  linearen SHP‐1 N‐SH2‐
Liganden EGLNpYFVh und EGLNpYFVF (h = Homophenylalanin) [46]. Offenbar stellen die‐
se Peptide  in höheren Konzentrationsbereichen auch Substrate  für die PTP‐Domäne dar 
und konkurrieren mit pNPP um die Substratbindungsstelle im aktiven Zentrum von SHP‐1, 
nachdem eine Aktivierung durch Bindung an N‐SH2  im niedrigen Konzentrationsbereich 
effektiv  stattgefunden hat. Für alle anderen  Liganden dieser Arbeit konnten diese Beo‐
bachtungen nicht gemacht werden. Strukturell unterscheiden  sich die Liganden  (2) und 
(3) in der Größe ihrer Zyklen. Während in Peptid (2) der Ringschluss zwischen den Positio‐
nen pY+2 und pY+4 realisiert wurde, fand die Zyklisierung  in dem verzögert stimulieren‐
den Peptid (3) zwischen den Resten pY+2 und pY+6 statt (Tab. 5). Obwohl die linearen Li‐
ganden  (4)  und  (5)  eine mit  Ros  pY2267  (1)  vergleichbare maximale Aktivität  auslösten, 
wiesen beide Verbindungen geringere EC50‐Werte von 43 µM und 35 µM auf. Für die Leit‐
struktur (1) wurde ein EC50‐Wert von 140 µM ermittelt (Tab. 8, Abb. 21). Diese Ergebnisse 
zeigen, dass die C‐terminal verlängerten Sequenzen (4) und (5) wahrscheinlich infolge der 
optimalen Besetzung der Bindungstaschen für die Reste pY+3 bis pY+5 die Aktivierung der 
Proteintyrosinphosphatase SHP‐1 ebenfalls effizient hervorrufen. 
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Abb. 21     Konzentrationsabhängige Modulation der SHP‐1 Aktivität durch Phosphopeptidliganden  
                   im Vergleich zu Ros pY2267 (1). 
 
Die Annahme, dass diese Peptidverlängerung jedoch die Sequenzreduzierung um die Res‐
te pY‐2 und pY‐1 kompensieren kann, wurde nicht bestätigt, denn der N‐terminal verkürz‐
te Ligand (6) bewirkte keine Aktivierung der Enzymaktivität (Tab. 8, Abb. 21). Hinsichtlich 
der halbmaximalen Aktivierung erwies sich, neben den Peptiden (4) und (5), der zyklische 
Ligand (2) als einer der effizientesten SHP‐1 Aktivatoren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 22     Modulation der SHP‐1 Aktivität durch die Liganden (6) und (8) im Vergleich zu Ros pY2267 (1). 
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Für das bivalente, zyklische Peptid (8) konnte, im Gegensatz zu Ros pY2267 (1)  mit 647 µM 
ein signifikant höherer EC50‐Wert bestimmt werden (Abb. 22). 
Trotz der strukturellen Gemeinsamkeiten der Liganden (2) und (9) in den Positionen pY‐4 
bis pY+6, stimulierten beide Peptide die SHP‐1 Aktivität mit unterschiedlichem Profil (Abb. 
20 und 21). Dies konnte auch  für die Liganden (3) und  (10) beobachtet werden. Es wird 
daher angenommen, dass  sich dieser Effekt mit der C‐terminalen  Sequenzverlängerung 
erklären lässt. 
Mit Ausnahme der Verbindung  (8),  zeigen die  zyklischen  Liganden  (7),  (9) und  (10) ein 
ähnliches Aktivierungsverhalten. Es scheint, dass bei den zuletzt genannten Verbindungen 
weder die Ringröße noch die ‐position einen großen Einfluss auf die Aktivierung von SHP‐
1 haben. 
 
5.4.2  BESTIMMUNG DER BINDUNGSAFFINITÄT FÜR DIE N‐SH2‐DOMÄNE 
Das Prinizip der Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie  (SPR) beruht  auf der Erfas‐
sung biomolekularer  Interaktionen  in Echtzeit ohne die Verwendung von Markierungen 
der Interaktionspartner. Grundlage der Interaktionsmessungen bildet die Immobilisierung 
von  Biomolekülen  (Ligand)  auf  einer mit  Gold  beschichteten  Oberfläche  (Sensorchip). 
Durch  Zugabe  verschiedener  Konzentrationen  des  Liganden  über  den  Sensorchip  kann 
unter Verwendung dieser Methode sowohl die Reaktionskinetik als auch die Affinität des 
Liganden zum Analyten, durch die Analyse der resultierenden Signale bestimmt werden. 
Trifft polarisierte, monochromatische Strahlung auf die Goldoberfläche des Sensorchips 
kommt es zur Totalreflektion. Die Ausbildung sogenannter Oberflächenplasmonen erfolgt 
durch die Interaktion des einfallenden Lichtes mit den freien Elektronen der Goldoberflä‐
che. Dies hat die Änderung des Brechungsindex der Lösung an der Oberfläche sowie des 
Resonanzwinkels  zur  Folge.  Die  Änderung  des  Brechungsindex  ist  proportional  zu  der 
Menge an Analyten, die durch  Immobilisierung des Liganden an die Oberfläche des Sen‐
sorchips gebunden hat. Die für das SPR Signal verwendete Einheit  ist die resonance unit 
(RU) [193]. 
Die Bindungsstudien wurden unter Verwendung der biotinylierten Peptidliganden durch‐
geführt. Diese wurden dabei auf einem Streptavidin beschichteten Sensorchip gebunden 
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(A) 
und die frisch aufgereinigte N‐SH2 Domäne als Analyt, in verschiedenen Konzentrationen 
über die immobilisierte Chipoberfläche geleitet. Um die Flexibilität der Liganden auf dem 
Chip  zu  gewährleisten,  wurde  vor  die  Biotingruppe  ein  Linker  aus  8‐Amino‐3,6‐
dioxaoktansäure (Ado) gekoppelt. 
Die  Auswertung  der  erhaltenen  Sensogramme  erfolgte  unter  Verwendung  des  steady‐
state‐Modells der BIAevaluation Software 2.0. Dabei konnte für die Leitstruktur Ros pY2267 
eine Dissoziationskonstante (KD) von 1,10 ± 0,07 µM ermittelt werden (Tab. 8, Abb. 23). 
Ein vergleichbarer KD‐Wert für dieses Oktapeptid wurde durch HAMPEL et al. beschrieben 
[46]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23     (A) Sensogramm für die Interaktion zwischen der GST‐N‐SH2‐Domäne und Ros pY2267 (1).  
     (B) Darstellung der Konzentrationsabhängigkeit der Bindung. 
 
 
Die  Bindungsaffinitäten  der  linearen  Peptide  (4),  (5)  und  (6)  zeigen  einen  direkten  Zu‐
sammenhang zwischen den strukturellen Unterschieden  in der N‐terminalen Region und 
den ermittelten KD‐Werten. Mit 0,07 ± 0,01 µM  ließ sich  für die Verbindung  (4) die ge‐
ringste Dissoziationskonstante bestimmen, wovon sich  im Vergleich zu den Peptiden  (5) 
und (6) eine stärkere Bindungsaffinität für die GST‐N‐SH2‐Domäne ableiten lässt. Der KD‐
Wert des Peptides  (5)  liegt  im ähnlichen Konzentrationsbereich wie der  für den natürli‐
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chen Interaktionspartner Ros pY2267 (1), während sich für den Liganden (6) keine Assozia‐
tion mit der GST‐N‐SH2‐Domäne nachweisen  ließ  (Tab. 8). Diese Beobachtung  lässt sich 
auf das Fehlen des  für die Erkennung essentiellen Restes  in pY+2  innerhalb der Verbin‐
dung (4) zurückführen. Die N‐terminale Verkürzung um die Reste pY‐4 bis pY‐1 (Glu‐Gly‐
Leu‐Asn)  konnte  somit  nicht  durch  die C‐terminale  Sequenzverlängerung  um  die Reste 
Nle‐Phe  in pY+4 und pY+5 kompensiert werden. Neben Peptid (4) stellten sich die Ligan‐
den  (7),  (9)  und  (10)  als  gute  Bindungspartner  der  GST‐N‐SH2‐Domäne  heraus.  Dabei 
wurden Dissoziationskonstanten  im Bereich von 0,12 µM bis 0,34 µM ermittelt  (Tab. 8, 
Abb. 24). Diese Ergebnisse korrelieren gut mit dem Potential der Peptide, die Phosphata‐
seaktivität zu stimulieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 24     (A) Sensogramm für die Interaktion zwischen der GST‐N‐SH2‐Domäne und Ligand (9). 
     (B) Darstellung der Konzentrationsabhänigkeit der Bindung. 
 
Der zyklische Ligand (2) wies eine ähnliche Affinität für die GST‐N‐SH2‐Domäne, wie Ros 
pY2267 (1) auf. Allerdings wurde die Stimulation der Phosphataseaktivität durch (2) nur  in 
einem Konzentrationsbereich bis 100 µM hervorgerufen (Tab. 8, Abb. 20). Im Vergleich zu 
anderen Peptiden zeigte Ligand (3) eine stark herabgesetzte Bindungaffinität, die sich mit 
der verzögerten Stimulation der Phosphataseaktivität vereinbaren  lässt (EC50 = 272 µM). 
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Hinsichtlich des Wirkungseffektes bei Peptidkonzentrationen höher  als 200 µM  zeigten 
sich allerdings Widersprüche, die es noch zu klären gilt (Tab. 8, Abb. 20). 
Als potentieller Inhibitor der SHP‐1 Aktivität kristallisierte sich das zyklische Phosphopep‐
tid (8) heraus. Das über die für die Erkennung wichtigen Reste pY+1 und pY+3 zyklisierte 
Peptid,  konnte  als hochaffiner Bindungspartner  für die GST‐N‐SH2‐Domäne  identifiziert 
werden. Außerdem besitzt der Ligand inhibitorische Eigenschaften hinsichtlich der SHP‐1 
Aktivität. 
 
5.4.3  DOCKINGSTUDIEN ZUR ASSOZIATION DER PHOSPHOPEPTIDLIGANDEN AN DIE SHP‐1    
  N‐SH2‐DOMÄNE 
 
Für die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse des Phosphatase‐Aktivitätstests und der 
Bindungsstudien war es notwendig, die Phosphopeptidliganden hinsichtlich  ihrer Passfä‐
higkeit  in die N‐SH2‐Domäne mittels  theoretischen Dockings zu charakterisieren. Da ge‐
genwärtig eine Kristallstruktur der Peptid‐komplexierten N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 nicht 
zur Verfügung steht, wurde die  in  ihrer Struktur ähnliche N‐SH2‐Domäne von SHP‐2 ge‐
nutzt.  
 
Tabelle 9:    Ermittelte Bindungsmodi für die Phosphopeptidliganden 1‐10. 
 
Peptid  Sequenz  Bindungsmodus 
1  EGLNpYMVL‐NH2 (Ros pY2267)  Modus II 
2  EGLNpYMc[KLD]FP‐NH2  Modus II 
3  EGLNpYMc[KLNleFD]‐NH2  Modus I 
4  EGLNpYMVLNleFPAPEEE‐NH2  Modus I und II 
5  __LNpYMVLNleFPAPEEE‐NH2  Modus I und II 
6  ____pYMVLNleFPAPEEE‐NH2  Modus I und II 
7  EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE‐NH2  Modus I und II 
8  EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE‐NH2  Modus I 
9  EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE‐NH2  Modus I und II 
10  EGLNpYMc[KLNleFD]APEEE‐NH2  Modus I 
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Die Phosphopeptidliganden (2‐10) wurden in die verfügbaren Kristallstrukturen PDB1AYA 
(N‐SH2  in  Komplex mit  VLpYTAV)  und  PDB1AYC  (N‐SH2  in  Komplex mit  GGpYMAMG) 
durch  Substitutionen  und  Additionen  im  C‐Terminus  des  jeweils  gebundenen  Peptides 
eingearbeitet [30, 169]. Wie von HAMPEL et al. beschrieben bindet die lineare Leitstruktur 
Ros pY2267  im Bindungsmodus Klasse  II, der auf einer gestreckten Bindungskonformation 
beruht (Tab. 9) [46]. Dieser Modus resultiert  in der Aktivierung von SHP‐1. Die durchge‐
führten Dockingexperimente zeigen, dass auch der zyklische Ligand  (2)  im Bindungsmo‐
dus II an die N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 assoziiert (Abb. 25D), was in einer starken Bindung 
und effizienten SHP‐1 Aktivierung resultiert (Tab. 8, Abb. 20). Ebenfalls in gestreckter Kon‐
formation und somit im Bindungsmodus II bindet der über die Aminosäurepositionen pY‐
1 und pY+2  zyklisierte  Ligand  (7). Die Einbindung eines  längeren Sequenzabschnittes  in 
den Zyklus des Liganden (3) (pY+2 bis pY+6) lässt sterisch dagegen nur eine Assoziation an 
die N‐SH2‐Domäne  im Bindungsmodus  I zu, der einen Knick  im Peptidrückgrat zwischen 
den Positionen pY+2 und pY+3  involviert. Der durch diese Zyklisierung verursachte Knick 
führt  zur  Verkürzung  des  Abstandes  zwischen  den  am  Zyklus  beteiligten  Resten  (Abb. 
25C). Diese Zyklisierung  ist demnach  inkompatibel mit engen Kontakten des C‐Terminus 
des Peptidliganden (Abb. 25C), was  in einer schwächeren Bindung (70 µM) des Peptides 
(3) gegenüber dem Peptid (2) (12 µM) resultiert. Für den Bindungsmodus II ist die Distanz 
für die Zyklisierung zu groß, ohne die Konformation des Peptides an der Bindungsstelle zu 
beeinflussen.  In Übereinstimmung mit dem Modell, dass nur die Klasse  II Peptidbindung 
eine effiziente Aktivierung erlaubt, bindet Peptid  (3)  zwar, zeigt aber  im niedrigen Kon‐
zentrationsbereich  (bis 150 µM) nur eine schwächere Aktivierung. Eine Zyklisierung, die 
die Reste pY+1 und pY+3 (Peptid 8) involviert, ist nur im Bindungsmodus I möglich, weil in 
diesem Bindungsmodus die Seitenketten der beiden Aminosäuren einen  für das Zustan‐
dekommen der Zyklisierung ausreichend kurzen Abstand  (Kontakt) besitzen. Die konfor‐
mationelle Einschränkung zu Bindungsmodus  I resultiert  in einer nur schwachen Aktivie‐
rung  der  Phosphatase.  Im  Allgemeinen  ergeben  die  zusätzlichen  sauren  Reste  im  C‐
Terminus eine Steigerung der Bindungsaffinität und auch Aktivierung, wenn die Zyklisie‐
rung kompatibel mit dem Bindungsmodus II ist (siehe oben), wahrscheinlich aufgrund der 
in Abbildung 13 vorgeschlagenen zusätzlichen Interaktionen. 
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Abb. 25  Dockingexperimente durch Bindung linearer und zyklischer Peptide an die SHP‐1 N‐SH2‐ 
    Domäne. 
  (A) Peptidbindung im Modus I, basierend auf der Kristallstruktur PDB1AYC im Komplex mit 
GGpYMDMS. Die räumliche Nachbarschaft der Met‐Reste (gekennzeichnet durch Pfeile) ist  kompa‐
tibel mit dem Zyklus in Ligand (8). 
  (B)  Peptidbindung im Modus II, basierend auf der Kristallstruktur PDB1AYA. Pfeile kennzeich‐
  nen die Aminosäurereste in pY+1 und pY+3. 
(C) Bindung des Liganden (3) im Modus I, PDB1AYC, der Pfeil kennzeichnet die Zyklisierung zwi‐
schen pY+2 und pY+6 
  (D) Bindung des Liganden (2) im Modus II, der durchgehende Pfeil kennzeichnet die Zyklisie‐
  rung zwischen pY+2 und pY+4, die gepunkteten Pfeile markieren die Positionen pY+2 und pY+6 
  Die Peptide sind in Stick‐Darstellung abgebildet. 
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5.5  DARSTELLUNG DES RÜCKGRAT‐SEITENKETTEN‐ZYKLISCHEN PEPTIDES 
Vorangegangene Untersuchungen  zeigten, dass konformativ eingeschränkte  lineare und 
zyklische Peptide abgeleitet vom natürlichen Interaktionspartner Ros pY2267 sich als hoch‐ 
affine  Liganden  für  die N‐SH2‐Domäne  von  SHP‐1  herausstellten. Die  konformationelle 
Einschränkung durch Zyklisierung führte dabei zur Entwicklung von partiell inhibierenden 
Liganden. Die Realisierung der Zyklisierung erfolgte dabei unter Verwendung der Amino‐
säuren  in  den  Positionen  pY‐1  und  pY+2,  um  die  Bindung  der  Liganden  an  die N‐SH2‐
Domäne  nicht  zu  beeinträchtigen  [46,  176,  177].  Die  Erhöhung  der  Bindungsaffinität 
durch den Einbau zyklischer Strukturen konnte auch bei der Entwicklung von wirksamen 
Inhibitoren in anderen Studien beobachtet werden [191, 194, 195]. 
Molecular Modeling  Studien  ließen  erkennen,  dass  eine  C‐terminale  Verschiebung  der 
Ringstruktur,  insbesondere  in die Position des Phosphotyrosinrestes sich positiv auf das 
Bindungsverhalten der Liganden auswirken könnte. Gleichzeitig wird vermutet, dass die 
Dissoziation des N‐SH2‐PTP‐Komplexes, die  für die  Stimulation der  SHP‐1 Aktivität  ver‐
antwortlich ist, erschwert sein wird. Ein aufgrund dieser Untersuchungen vorgeschlagener 
N‐SH2‐Ligand ist in Abbildung 26 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26    Stick‐Darstellung des N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen Liganden für die SHP‐1‐N‐SH2‐ 
     Domäne.  
 
Zur Generierung  solcher  zyklischer Phosphopeptide war die Analyse von verschiedenen 
Synthesestrategien notwendig, da bis dato keine Protokolle zur Darstellung rückgratzykli‐
scher Phosphopeptide bekannt waren. Dabei wurde u.a. der Einbau von geschützten N‐
alkylierten  Phosphoaminosäurebausteinen  mit  dem  Einbau  von  N‐alkylierten  Tyrosin‐
bausteinen und deren postsynthetische Phosphorylierung verglichen.  
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In der vorliegenden Arbeit wird erstmals die Einführung von N‐alkylierten Phosphotyro‐
sinbausteinen  und  die  anschließende  Zyklisierung,  die  diesen  Baustein  involviert,  be‐
schrieben. Zwar wurde kürzlich über rückgratzyklische Phosphoserinpeptide berichtet, die 
in  der  Lage  sind  NF‐κB  zu  inhibieren,  allerdings  enthalten  diese  Peptide  keine  N‐
modifizierten Phosphoserinreste. Die Realisierung der  Zyklisierung  erfolgte hierbei  aus‐
schließlich über N‐carboxyalkylierte und N‐aminoalkylierte Aminosäuren, die sich  jeweils 
von Asparaginsäure und Glycin ableiten. Zusätzlich befindet sich Phosphoserin  in diesen 
Sequenzen, ist aber nicht am Ringschluss beteiligt [196]. 
Die  Darstellung  des  in  Abbildung  26  dargestellten  N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklisierten 
Liganden  EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2  erfolgte  schrittweise  unter 
Verwendung  von  verschiedenen  Synthesestrategien.  Zu  Beginn  wurde  der  Einbau  der 
Phosphatgruppe  in  eine Modellsequenz  (LNYMVL‐NH2),  abgeleitet  von  der  hochaffinen 
Ros‐Sequenz mittels postsynthetischer Phosphorylierung untersucht (Abb. 27). 
 
 
 
 
 
Abb. 27     Testung verschiedener postsynthetischer Phosphorylierungstrategien anhand des Modellpep‐ 
      tides LNYMVL‐NH2, R = tert butyl. 
 
Während bei Strategie A die Phosphorylierung  in Lösung nach Synthese der kompletten  
Peptidsequenz durchgeführt wurde [197], kam bei den Strategien B und C die Phosphory‐
lierung an der festen Phase zum Einsatz [198‐202]. Die beiden letzteren Strategien unter‐
scheiden sich dabei  im Zeitpunkt der Phosphorylierung während der Synthese (Abb. 27B 
und C). Für eine optimale Phosphorylierung wurden verschieden geschützte Phosphora‐
midite als effiziente Phosphorylierungsreagenzien beschrieben [188, 198‐203]. Die nach‐
folgende Oxidation des Tyrosinylphosphotriesters erfolgt am effektivsten unter Verwen‐
dung von m‐Chlorperoxybenzoesäure (mCPBA). Diese Methode ist jedoch bei methionin‐
haltigen Sequenzen, wie z.B. dem verwendeten Modellpeptid,  limitiert. Während Methi‐
onin durch Zugabe von mCPBA  irreversibel oxidiert wird konnten ANDREWS et al. zeigen, 
dass der Einsatz von tert‐Butylhydroperoxid (t‐BuOOH) für die Oxidation geeignet ist und 
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die  anschließende  Behandlung mit  N‐Methyl‐Mercaptoacetamid  zur  Regeneration  der 
Methioninreste  führt  [180]. Sowohl das harzgebundene als auch das gereinigte Modell‐
peptide  wurden  unter  Verwendung  von  Dibenzyl‐N,N‐diethylphosphoramidit 
(Et)2NP[O
tBzl]2  und  Di‐tert‐butyl‐N,N‐diethylphosphoramidit  (Et)2NP[OtBu]2  phosphory‐
liert. Dabei wurden die in der Literatur beschriebenen Ausbeuten von 96% bzw. 95% bes‐
tätigt.  Für die weiteren  Strategien wurde  aufgrund der  längeren Abspaltungszeiten  auf 
den Einsatz von Dibenzyl‐N,N‐diethylphosphoramidit verzichtet [46, 176, 177]. Weiterhin 
konnte  t‐BuOOH als geeignetes Oxidationsreagenz, hinsichtlich des  in der Sequenz vor‐
handenen Methionins identifiziert werden. Aufgrund der geringen Zahl an Aufreinigungs‐
schritten während der Peptidsynthese an der festen Phase und den höheren Ausbeuten, 
wurde  für  die  Generierung  des  N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen  Peptides  die 
Phosphorylierung an der festen Phase bevorzugt (Abb. 27B und C). 
Begleitend  zu diesen Versuchen wurden  verschiedene  Experimente  zum  Einbau des N‐
(Alloc‐aminopropyl)‐Tyrosinbausteins  in phosphorylierter bzw. unphosphorylierter  Form 
durchgeführt (Abb. 28).  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 28    Einbau des N‐(Alloc‐aminopropyl)‐Tyrosinbausteins (A, B) in unphosphorylierter  bzw.        
    (C) phosphorylierter Form, R = tert butyl, X = H, tert butyl. 
 
Die Darstellung von N‐alkylierten Aminosäuren wurde  in einer Reihe von Publikationen 
beschrieben [179, 181, 182, 196], jedoch nicht die eines phosphorylierten Bausteins. Be‐
reits  1989  publizierten  PERICH  und  JOHNS  die  „one‐pot“‐Synthese  eines  Boc‐geschützten 
Dialkylphosphotyrosinderivates  unter  Verwendung  von  Dialkyl‐N,N‐diethylphosphor‐
amidit und tert‐Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS‐Cl) [204]. Diese Methode wurde später 
für die Generierung eines Fmoc‐geschützten Dialkylphosphotyrosinbausteins angewandt 
[198,  201]. Der  Einsatz  von Diisopropylethylamin  als  geeignete  Base während  der  Sily‐
Fmoc-[N]Tyr-Nle-Glu-Leu-
Trt
Gly-OAll
(CH2)3-NHAlloc
i) phosphorylation
Fmoc-[N]Tyr-Nle-Glu-Leu-
Gly-OAll
(CH2)3-NHAlloc
ii) prolongationPO3R2
Fmoc-[N]Tyr-Nle-Glu-Leu-
Gly-OAll
(CH2)3-NHAlloc
ii) phosphorylation
Gly-OAll
(CH2)3-NHAlloc
i) prolongation
Boc-Glu-Gly-Leu-AsnΨ[CON]Tyr-Nle-Glu-Leu-
Fmoc-[N]Tyr-Nle-Glu-Leu-
Gly-OAll
(CH2)3-NHAlloc
Gly-OAll
(CH2)3-NHAlloc
i) prolongation
Boc-Glu-Gly-Leu-AsnΨ[CON]Tyr-Nle-Glu-Leu-
PO3R2PO3X2 TrtBu
t
But
X = H, But
i) Phosphorylieru g 
Phosphorylierung i) Verlä erung 
ii) Verlängerung 
i) Ver ä eru g 
(A) 
(B) 
(C) 
  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
  
  74 
lierung anstelle von N‐Methylmorpholin schlugen MATHÈ et al. vor [205]. Diese beschrieb‐
nen Syntheseansätze  ließen die Darstellung des phosphorylierten N‐(Alloc‐aminopropyl)‐ 
Tyrosinbausteins  für  die  Synthese des N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklisierten  Liganden  zu 
(Abb. 29A). Dabei ist festzuhalten, dass das Weglassen von TBDMS‐Cl zur temporären Sily‐
lierung während der Synthese nicht zum gewünschten Produkt führt (Abb. 29B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 29       (A) Darstellung von Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr(PO3Bu
t
2)‐OH unter Verwendung von 
  i) TBDMS‐Cl (1,2 equiv.)/DIEA/THF [205]; ii) 1H‐Tetrazol (3equiv.)/(Et)2NP[O
tBu]2 (1,2 equiv.)  
  [198‐202]; iii) t‐BuOOH (70%) [180]. 
  (B) HPLC‐Analyse der Überführung des unphosphorylierten zum phosphorylierten  
  N‐alkylierten Phosphotyrosinbausteins (a) mit und (b) ohne TBDMS‐Cl; R = tert‐butyl. 
  Gradient: 20–80% Eluent B in 60 min mit Eluent A: 0,1% TFA in Wasser and B: 0,1% TFA in       
  Acetonitril, Flussrate: 1 ml/min, 220 nm. 
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Grundlage für die  in Abbildung 30 dargestellten Strategien zur Synthese des vorgeschla‐
genen N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen  Liganden  bilden  die  Resultate  der  in  Abbild‐
ungen 27 und 28 dargestellten Experimente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30    Ausgewählte Synthesestrategien zur Generierung des N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen Liganden     
    EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2, R = tert butyl, X = H, tert  butyl. 
       
 
Die Kombination dieser Resultate führte zur Entwicklung von 4 Synthesewegen: 
 
(A)  Peptidsynthese an der festen Phase ‐ Zyklisierung ‐ Phosphorylierung 
(B)  Peptidsynthese an der festen Phase ‐ Phosphorylierung ‐ Zyklisierung 
(C)  Peptidsynthese an der festen Phase bis zum N‐(Alloc‐aminopropyl)‐Tyrosin – Phos‐
  phorylierung ‐ Sequenzverlängerung ‐ Zyklisierung 
(D)  Peptidsynthese an der festen Phase unter Verwendung des Phosphat‐ungeschütz‐
  ten N‐(Alloc‐aminopropyl)‐Phosphotyrosins ‐ Zyklisierung 
 
Verschiedene Studien zeigten, dass sich der Einbau von N‐alkylierten Aminosäurebaustei‐
nen bei der Festphasenpeptidsynthese, aufgrund der sterischen Hinderung des nachfol‐
genden Acylierungsschrittes als schwierig erwies. Deshalb wurde in der Vergangenheit auf 
die Darstellung von Dipeptidblöcken verwiesen [179, 181, 182]. In diesen Arbeiten wurde 
ebenfalls gezeigt, dass effiziente Kopplungen zur Generation der Dipeptidblöcke mit Hilfe 
von Aminosäurechloriden und –fluoriden erzielt werden konnten. In der vorliegenden Ar‐
beit konnte gezeigt werden, dass unter Nutzung von TFFH, einem Kopplungsreagenz wel‐
ches  in  situ Aminosäurefluoride generiert, akzeptable Kopplungsausbeuten  von 40‐50% 
erreicht werden können (Abb. 31).  
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Abb. 31     Erhaltene Kopplungsausbeuten aus der Synthese der linearen Sequenz des N‐Rückgrat‐ 
       Seitenketten‐zyklischen Liganden, abgeleitet aus Abbildung 29. 
 
Die Strategien A und B  (Abb. 30) zeigen nach der Kopplung von Fmoc‐Asn(Trt) eine Ab‐
nahme  der  Kopplungsausbeuten  (Abb.  31). Dennoch  konnte  die  komplette  lineare  Se‐
quenz  synthetisiert  werden.  Im  Gegensatz  dazu  führte  der  Einbau  des  di‐tert‐butyl‐
geschützten  N‐(Alloc‐aminopropyl)‐Phosphotyrosinbausteins  zur  Sequenzterminierung 
auf der Stufe von Fmoc‐Asn(Trt) (Abb. 30C, Abb. 31). Ein möglicher Grund hierfür  ist die 
sterische Hinderung durch den „building block“  bzw. der zusätzlichen Schutzgruppen der 
Phosphatgruppe des Tyrosins. Daraufhin erfolgte der Einbau des ungeschützen N‐(Alloc‐
aminopropyl)‐Phosphotyrosinbausteins  (Abb. 30D). Wie  in Abbildung 31 dargestellt war 
es möglich,  diese  Strategie  zu  realisieren. Die  Kopplungsausbeute  ist mit  43%,  im Ver‐
gleich  zu den Strategien A und B  (48%) geringfügig gemindert. Zusammenfassend kann 
gesagt werden, dass neben der Phosphorylierung an der  festen Phase auch der Einbau 
von N‐(Alloc‐aminopropyl)‐Phosphotyrosinbausteinen  in die Sequenz zu dem gewünsch‐
ten Ergebnis führte. Weiterhin ist es von Vorteil, zuerst die Phosphorylierung an der fes‐
ten Phase durchzuführen und anschließend den Liganden zu zyklisieren. Dies konnte be‐
reits bei der  Synthese  von  zyklischen, Phosphotyrosin‐haltigen  Liganden  für die N‐SH2‐
Domäne von SHP‐1 gezeigt werden [46, 176, 177]. Es war jedoch in dieser Arbeit notwen‐
dig, die Zyklisierung zu wiederholen, um die Kopplungsausbeuten zu erhöhen. Trotz der 
erfolgreichen Synthese des vorgeschlagenen Liganden konnten im Rohprodukt eine Reihe 
von Nebenprodukten detektiert werden (Abb. 32A). Deshalb bedarf es einer Optimierung 
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einzelner Reaktionsschritte, u.a. der Alloc‐/OAll‐Abspaltung und der Zyklisierung, um den 
Liganden in ausreichender Menge für die enzymatische Testung zur Verfügung zu stellen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 32   HPLC Analysen…  
(A) des unter Durchführung von Strategie D  (Abb. 29) erhaltenen Rohproduktes (a) N‐       
Rückgrat‐Seitenketten‐zyklisierter Liganden, (b) monoallyl‐geschütztes und (c) diallyl‐        
geschütztes Nebenprodukt. 
(B) des unter Durchführung von Strategie D (Abb. 29) erhaltenen N‐Rückgrat‐Seitenketten‐          
zyklisierten Liganden  
   Gradient: 10–60% Eluent B in 50 min mit Eluent A: 0,1% TFA in Wasser and B: 0,1% TFA in       
   Acetonitril, Flussrate: 1 ml/min, 220 nm. 
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Abschließend  sind  in  Tabelle  10  die  Ergebnisse  der  analytischen  Charakterisierung  der 
synthetisierten Blöcke und Peptide dargestellt. Dabei erfolgte die Charakterisierung mit‐
tels MALDI‐MS, HPLC und Dünnschichtchromatographie. 
 
Tabelle 10:     Charakterisierung der synthetisierten Blöcke und Peptide. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Peptid  Sequenz  MW [g/mol] 
theor.    gefund. 
tR 
[min] 
Rf1
[e]  Rf2
[f]  Rf3[g] 
11  Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr‐OH    545,0[a]  31,06[c]  0,64  0,89  ‐ 
12  Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr(PO3But2)‐OH    737,0[a]  44,37[c]  0,54  ‐  ‐ 
13  Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr(PO3H2)‐OH    647,1[a]  21,90[c]  0,19  ‐  ‐ 
14  EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2    1147,5[b]  33,05[d]  ‐  ‐  0,54 
15  LNYMVL‐NH2    722,9[a]  20,58[d]  ‐  ‐  0,63 
16  LNpYMVL‐NH2    801,8[a]  16,38[d]  ‐  ‐  0,45 
[a] [M+H]+, [b] [M+Na]+; [c] 20‐80% Eluent B in 60 min, [d] 10‐60% Eluent B in 50 min 
(Eluent A: 0,1% TFA/Wasser, Eluent B: 0,1% TFA/Acetonitril; Flussrate: 1 ml/min; λ=220 nm);  
[e] System 1: Chloroform:Methanol (9:1); [f] System 2: n‐Butanol:Eisessig:Wasser (4:1:1); 
[g] System 3: n‐Butanol:Eisessig:Wasser (48:18:24). 
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6  ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY 
 
In der vorliegenden Arbeit  ist die Synthese von mono‐ und bivalenten Phosphopeptidli‐
ganden  sowie deren biologische  Testung beschrieben. Dabei  stand die  Evaluierung der 
Liganden, die von Ros pY2267  (EGLNpYMVL‐NH2) abgeleitet  sind, hinsichtlich  ihrer Fähig‐
keit, die Aktivität der Proteintyrosinphosphatase SHP‐1 zu beeinflussen sowie deren Asso‐
ziation mit der N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 (monovalente Liganden) und zusätzlich mit ei‐
ner unabhängigen Bindungsstelle  in der Nähe der SHP‐1 N‐SH2/PTP‐Kontaktfläche (biva‐
lente Liganden) im Mittelpunkt.  
Im  Vergleich  zu  zyklischen  Verbindungen  vorangegangener  Serien  zeigten  theoretische 
Betrachtungen, dass auch eine C‐terminale Verschiebung der Ringstruktur,  insbesondere 
in die Position des Phosphotyrosinrestes, einen positiven Einfluss auf das Bindungsverhal‐
ten besitzen könnte. Dies führte zur Generierung eines monovalenten N‐Rückgrat‐Seiten‐
ketten‐zyklisierten  Liganden  EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2,  dessen 
synthetischer Zugang im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit beschrieben ist. 
 
1)  Die Darstellung der Phosphopeptidliganden  (1‐10), die entsprechend  ihrer Konstitu‐
tion entweder an die N‐SH2‐ oder an die N‐SH2‐ und PTP‐Domäne assoziieren sollten, 
gelang erfolgreich nach literaturbekannten Methoden. Die Peptide wurden in ihrer N‐
terminal  freien  (Phosphatase‐Aktivitätstest)  sowie  biotinylierten  (Bindungsstudien) 
Form hergestellt. 
 
2)  Die Fähigkeit der synthetisierten N‐SH2 Liganden (1) bis (10), die Phosphataseaktivität 
zu stimulieren bzw. zu inhibieren, erfolgte unter physiologischen Konditionen (pH 7,4) 
in einem Phosphatase‐Aktivitätstest. Als Substrat wurde p‐Nitrophenylphosphat ver‐
wendet. Die ermittelten Aktivitäten wurden relativ zur Leitstruktur Ros pY2267  (1) an‐
gegeben. Grundsätzlich  lassen sich danach die Phosphopeptidliganden  in 3 Gruppen 
einteilen.  
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I) Effektoren,  die  in  Abhängigkeit  ihrer  Konzentration  die  Phosphataseaktivität 
stärker aktivieren (2, 3), 
II)     Liganden mit ähnlichem Aktivierungsverhalten wie die Leitstruktur (1) (4, 5, 7,  
   9, 10) und 
  III)  Liganden mit inhibitorischen Eigenschaften (6, 8) 
 
Die Phoshopeptide (2) und (3) aktivieren SHP‐1  in Abhängigkeit  ihrer Konzentration. 
Während  Ligand  (3)  die  Phosphatase  verzögert  aktiviert,  konnte  für  Peptid  (2)  die 
SHP‐1  Aktivierung  nur  bis  100  µM  beobachtet  werden. Weiterhin  konnte  gezeigt 
werden, dass die  in den Positionen pY‐4 bis pY+6  strukturell  ähnlichen Peptide  (2) 
und (9) bzw. (3) und (10) ein unterschiedliches Aktivierungsprofil aufzeigen. Die Zykli‐
sierung der  Liganden  (7),  (9) und  (10)  resultierte  in einem der  Leitsequenz  (1) ver‐
gleichbaren Aktivierungsverhalten. Dies bedeutet, dass im Fall dieser Liganden weder 
die Ringgröße noch die Ringposition einen Einfluss auf die Aktivierung von SHP‐1 ha‐
ben. 
 
3)  Die  durchgeführten  Bindungsstudien  konnten  die  Resultate  des  Phosphatase‐
Aktivitätstests  für die  linearen Liganden  (4) bis  (6) bekräftigen. Dabei konnte ein di‐
rekter  Zusammenhang  zwischen  strukturellen  Unterschieden  innerhalb  des  N‐
Terminus und den ermittelten Dissoziationskonstanten bestimmt werden. Beispiels‐
weise zeigt Ligand (6) keine Assoziation mit der SHP‐1 N‐SH2‐Domäne. Von besonde‐
rem  Interesse war dabei das Ergebnis, dass die N‐terminale Sequenzverkürzung um 
die  Reste  pY‐2  und  pY‐1,  durch  die  C‐terminale  Sequenzverlängerung  (pY+4  und 
pY+5) im Fall von Peptid (6) nicht kompensiert wird. Dies unterstreicht die Wichtigkeit 
der Position pY‐2 für die Erkennung von Liganden durch die N‐SH2‐Domäne von SHP‐
1.  
 In  Korrelation  zu  den  Aktivierungspotentialen  der  zyklischen  Liganden  (7),  (9)  und 
(10)  konnten  im  Vergleich  zu  Ligand  (1)  höhere  Bindungsaffinitäten  zur  N‐SH2‐
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Domäne von SHP‐1 bestimmt werden. Mit dem zyklischen Liganden (8) konnte ein Ef‐
fektor mit inhibitorischer Wirkung dargestellt werden, denn das über die Reste pY+1 
und pY+3 zyklisierte Peptid stellte sich als hochaffiner Bindungspartner heraus. 
 
4)  In  der  Literatur  wurden  2  Bindungsmodi  für  die  Assoziation  von  Phosphopep‐
  tidliganden an die N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 anhand eines Modells vorgeschlagen. 
  Dabei beschreibt der Bindungsmodus II die Bindung des Liganden in einer gestreckten 
  Konformation,  die  zur  Aktivierung  von  SHP‐1  führt.  Weiterhin  ist  die  Bindung  in 
  gekrümmter Konformation  für Peptide der Konsensussequenzklasse  I  (Modus  I) be‐
  schrieben. Im Vergleich zu Modus II führt Modus I zu einer schlechteren Aktivierung 
  von SHP‐1. Durch Dockingexperimente konnte für fast alle hier beschriebenen SHP‐1 
  Aktivatoren der Bindungsmodus II identifiziert werden. Dem inhibitorischen Liganden 
  (8) konnte der Bindungsmodus  I zugeordnet werden. Diese Ergebnisse stimmen mit 
  dem beschriebenen Model der Bindungsmodi überein. 
 
Mit dem bivalenten, zyklischen Liganden  (8), EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE‐NH2, konnte ein 
im Vergleich zur Leitstruktrur Ros pY2267 hochaffiner Inhibitor der Proteintyrosinphospha‐
tase SHP‐1 dargestellt werden. Dadurch  ist es  in nachfolgenden Untersuchungen mit da‐
von abgeleiteten strukturoptimierten Verbindungen möglich, den Aktivierungsmechanis‐
mus genauer  zu charakterisieren. Weiterhin kann der Einfluss von SHP‐1  in einer Reihe 
von Signalwegen mit Hilfe solcher Peptide untersucht werden. 
 
Für  die  Darstellung  des  N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen  Peptides  wurden  verschie‐
dene  Synthesestrategien  erprobt,  da  der  synthetische  Zugang  zu  rückgratzyklischen 
Phosphopeptiden  bisher  unbekannt  war.  Es  wurden  Strategien  der  postsynthetischen 
Phosphorylierung und building block Methoden getestet und miteinander verglichen. 
 
1)  In  einem  ersten  Schritt  erfolgte  die  Einführung  der  Phosphatgruppe  in  eine  Mo‐
dellsequenz  (LNYMVL‐NH2) durch Phosphorylierung an der  festen Phase bzw.  in  Lö‐
sung unter Verwendung der Phosphoamidite (Et)2NP[OtBzl]2 und (Et)2NP[OtBu]2. Auf‐
grund der verringerten Anzahl an Syntheseschritten und der verkürzten Abspaltungs‐
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zeiten wurde  für  die  Generierung  des  N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen  Liganden 
die Phosphorylierung an der festen Phase unter Verwendung von (Et)2NP[OtBu]2 und 
1H‐Tetrazol bevorzugt. 
 
2)  Parallel  wurde  der  Einbau  des  building  blocks  N‐(Alloc‐aminopropyl)‐Tyrosin  in 
phosphorylierter bzw. unphosphorylierter Form in die Peptidsequenz untersucht. Die 
Darstellung des phosphorylierten Bausteins konnte dabei durch temporäre Silylierung 
und anschließender Phosphorylierung erfolgreich durchgeführt werden. 
 
3)   Basierend auf den Ergebnissen der vorangegangenen Experimente konnten verschie‐
  dene  Synthesestrategien  zur  Darstellung  der  N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen  Li‐
  ganden abgeleitet werden. 
 
  (A)  Peptidsynthese an der festen Phase ‐ Zyklisierung ‐ Phosphorylierung 
(B)   Peptidsynthese an der festen Phase ‐ Phosphorylierung ‐ Zyklisierung 
(C)  Peptidsynthese an der festen Phase bis zum N‐(Alloc‐aminopropyl)‐Tyrosin – 
Phosphorylierung ‐ Sequenzverlängerung ‐ Zyklisierung 
(D)  Peptidsynthese  an  der  festen  Phase  unter  Verwendung  des  Phosphat‐unge‐
schützten N‐(Alloc‐aminopropyl)‐Phosphotyrosins – Zyklisierung 
 
  Während Strategie C zur Sequenzterminierung während der Synthese aufgrund steri‐
scher Hinderungen  führte, konnte unter Anwendung der Strategien A, B und D der 
gewünschte  Phosphopeptidligand  synthetisiert  werden.  Damit  konnten  erstmals 
Strategien zur Darstellung eines N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen Liganden erfolg‐
reich  durchgeführt  und  vorgestellt  werden.  Diverse  Reaktionschritte,  wie  z.B.  Al‐
loc/OAll‐Abspaltung und Zyklisierung, erfordern perspektivisch eine weitere Optimie‐
rung zur Verbesserung der Ausbeute an gewünschtem Produkt. 
 
Mit der Synthese des Peptides EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2  ist erst‐
mals erfolgreich ein N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklisches Phosphopeptid generiert worden. 
Die vorhergesagte Erhöhung der Bindungsaffinität des Liganden gegenüber der SHP‐1 N‐
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SH2‐Domäne  sowie der  inhibitorische Einfluss auf die SHP‐1 Aktivität gilt es  in nachfol‐
genden Untersuchungen zu klären. 
The crystal structure of  the  full‐length SHP‐1  in complex with a  ligand has not been  re‐
ported yet, since binding to the N‐terminal SH2 domain  leads to activation of the phos‐
phatase caused by dissociation of the autoinhibitory PTP‐N‐SH2 complex. Thus, the struc‐
ture of an enzyme‐ligand‐complex is still elusive to date. However, this structure may re‐
veal  interesting  features with  respect  to  the conformational changes upon binding of a 
ligand in comparison to the non‐complexed protein structure. In turn, such investigations 
may  represent  a  step  toward  the  better  understanding  of  the  structure‐function‐
relationship of SHP‐1 and moreover, may assist in the design of selective N‐SH2 inhibitors 
rather than PTP inhibitors that bind to the active site in the enzyme’s open conformation.  
In the present study a new series of linear and cyclic phosphopeptide ligands for the SHP‐
1 N‐SH2 domain derived from lead peptide Ros pY2267 was examined. One peptide (8) ex‐
hibited  the  strongest  inhibitory  activity  at marginally  improved binding  affinity.  That  is 
due  to  the difficulty of distinguishing between  the different binding modes  leading, de‐
pending on the occupation of the gap for residue pY+3, to SHP‐1 activation or inhibition. 
Further optimization of  the motifs corresponding  to pockets on  the SH2‐ as well as  the 
PTP‐domain and  that of  the  linker would  lead  to more potent  inhibitors. However,  the 
peptide (8) may serve as a good candidate for the further design of potential bivalent an‐
tagonists of SHP‐1 N‐SH2 with the aim to develop a compound that is able to prevent the 
PTP‐N‐SH2 dissociation process and  thus,  facilitates structural analysis of  the enzyme  in 
complex with a high‐affinity binding partner. [**] 
 
The  second  part  of  this  study,  the  backbone‐side  chain  cyclic  peptide 
EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2 has been prepared according  to differ‐
ent  synthetic ways  including  the  post‐assembly  phosphorylation  as well  as  a  building 
block  approach.  The  latter  required  the  availability  of  Fmoc‐N‐aminopropyl‐
phosphotyrosine  that  was  successfully  obtained  by  phosphorylation  of  the  nonphos‐
phorylated  precursor  amino  acid  using  dialkyl‐N,N‐diethylphosphoramidites  following 
temporary  tert‐butyldimethylsilyl protection of  the  starting  compound. Coupling of  this 
building unit to the resin‐bound peptide and coupling of the subsequent amino acid (Asn) 
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to N‐aminopropyl‐phosphotyrosine was demonstrated to proceed most efficiently if using 
TFFH as the coupling reagent. In contrast, the acylation of the phosphate‐diprotected N‐
aminopropyl‐phosphotyrosine  was  not  at  all  possible  for  obvious  sterical  hindrance 
through the additional protecting groups. However, further work dealing with the optimi‐
zation of the successful strategies, e.g. optimization of the cleavage of allyl‐type protect‐
ing groups and the cyclization reaction, are currently in progress. [***] 
 
[**]  Teichmann, K., Kühl, T., Könnig, I., Wieligmann, K., Zacharias, M., Imhof, D., Modu‐
lation of SHP‐1 phosphatase activity by mono‐ and bivalent SH2 phosphopeptide 
ligands, (2009) Biopolymers, submitted. 
 
[***]  Teichmann,  K.,  Niksch,  T.,  Wieligmann,  K.,  Zacharias,  M.,  Imhof,  D.,  Synthetic 
strategies  to  a  backbone‐side  chain  cyclic  SHP‐1  N‐SH2  ligand  containing  N‐
functionalized alkyl phosphotyrosine, (2009) Protein Pept. Lett., submitted. 
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